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Stable porcine ES cell lines have not been succesfully established yet. Ability to selfrenew 
or to differentiate has been limited in different porcine ES-like cell lines so far. PiPSCs 
represent an alternative to pESCs. PiPSCs can be generated by reprogramming of somatic 
cells by introduction of several transcription factors on viral vectors and were established by 
several groups. However, the majority of piPS cell lines depend on transgene expression 
because of incomplete reprogramming and weak activation of endogenous pluripotency 
genes. Transgene expression can infuence differentiation potential of piPSCs. 
Therefore, we have used integrative and reexcisable PiggyBac transposons to generate 
viral-free piPSCs. At the same time, small molecules (low-molecular inhibitors) with 
potential to increase reprogramming efficiency and to activate endogenous pluripotency 
genes were used in the reprogramming media. This strategy has a potential for generation of 
naive piPSCs. Successful excision of transgenes would generate transgene-free piPSCs with 
uncompromised differentiation potential.  
Pig (Sus Scrofa) is at the same time an important animal model in preclinical stage research 
of the diseases. Somatic cells used for generation of piPSCs were isolated from pigs carrying 
mutated huntingtin. Integration of the sequence coding for N-terminal part of human 
huntingtin was confirmed in the source somatic cells as well as the reprogrammed cells. 
Generated piPSCs can be used to confirm the Huntington’s disease phenotype in vitro and 
for possible drug testing before their application in vivo. 
 
Key words: Porcine induced pluripotent stem cells, PiggyBac, small molecules, Huntington’s 







Dosud se nepodařilo vytvořit stabilní linie prasečích ESCs. Linie prasečích ES-like buněk 
nejsou schopné dlouhodobé sebeobnovy nebo mají omezenou schopnost diferenciace. 
Alternativou k pESCs jsou piPSCs, které lze vytvořit přeprogramováním somatických buněk 
několika transkripčními faktory nesenými virovými vektory. Linie piPSCs se podařilo 
vytvořit několika skupinám. Většina linií piPSCs je ale závislá na transgenní expresi 
z důvodu nedokončeného procesu přeprogramování a nedostatečné aktivace vlastních genů 
pluripotence. Zvýšená exprese vnesených transgenů má negativní vliv na schopnost 
diferenciace piPSCs. 
Proto byly pro vytvoření piPSCs v této práci použity nevirové Piggybac transpozony, které 
lze z genomu zpětně vystřihnout. Zároveň byly pro přeprogramování použity malé molekuly 
(nízkomolekulární inhibitory), které jsou schopné zvýšit účinnost přeprogramování a 
aktivaci endogenních genů pluripotence. Tento systém pro vytvoření piPSCs má potenciál 
k vytvoření piPSCs v naivním stavu pluripotence. Po vystřižení transgenů je možné získat 
piPSCs bez inserčních mutací a s neomezenou schopností diferenciace.  
Prase (SusScrofa) je zároveň důležitým zvířecím modelem pro preklinické stadium výzkumu 
nemocí. Pro vytvoření piPSCs byly použity primární buňky z prasat s mutovaným 
huntingtinem. Integrace sekvence kodujici N-terminální část lidského mutovaného 
huntingtinu byla potvrzena. Vytvořené piPSCs mohou zároveň sloužit k ověření fenotypu 
Huntingtonovy choroby in vitro a k případnému testování léčiv před jejich aplikací in vivo. 
 
Klíčová slova: Prasečí indukované pluripotentní kmenové buňky, PiggyBac, malé molekuly, 





3. Seznam zkratek 
2i – podmínky kultivace ESCs s inhibitory MEK/ERK a GSK3  
3i – podmínky kultivace ESCs s inhibitory MEK/ERK, GSK3  a FGFR 
AKT – známá jako PKB (protein kináza B) 
Ala-glu – alanyl-glutamin 
ALK5 – receptoru podobná kináza aktivinu 5 (activin receptor-like kinase 5) 
aNSCs – NSCs izlované z postnatální tkáně mozku (adult NSCs) 
AZA – 5-Azacytidin 
bFGF – bazický fibroblastový růstový faktor (basic fibroblast growth factor) 
BME – -mercaptoethanol 
BMP4 – kostní morfogenetický protein (bone morphogenetic protein) 
cAMP – cyklický adenosinmonofosfát 
CDX2 – homeobox 2 ocasního typu (caudal type homeobox 2) 
c-Myc – transkripční faktor, buněčný homolog onkogenního proteinu viru ptačí myelocytomatozy 
(Avian myelocytomatosis virus oncogene cellular homolog) 
CT – počítačová tomografie (computer tomography) 
D – den od transfekce (př. D 18 – 18. den od transfekce) 
dH2O – destilovaná voda 
DMEM – Dulbeccovo modifikované Eagle médium (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 
DMSO – dimethylsulfoxid 
DNMT – DNA-methyltransferasa 
Dox – doxycyklin 
E – den embryonálního vývoje 
EDTA – ethylendiamintetraoctová kyselina (ethylenediaminetetraacetic acid) 
EGCs – embryonální zárodečné buňky (embryonic germ cells) 
EGF – epidermální růstový faktor (epidermal growth factor) 
EGFP – zelený fluorescenční protein se zrychleným zráním (enhanced GFP) 
EMT – epiteliálně-mesenchymální transice 
EpiSCs – epiblastové kmenové buňky (epiblast stem cells) 
ERK - Vnějším signálem regulovaná kináza (extracellular signal-regulated kinase) 
F1,F2 - filiální generace, generace potomků 
FBS – fetální bovinní sérum (fetal bovine serum) 
FK – Forskolin, inhibitor adenylyl cyklázy 
gDNA – genomická DNA 
GFP - green fluorescent protein 
h - lidské 
H3K4 – podjednotka histonu 3, lysin 4 
HDAC – histondeacetyláza 
HEPES – 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonová kyselina 
HD – Huntingtonova choroba 
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HTT – huntingtin 
Hy – PiggyBac transpozáza (HyPBase) 
CHIR – inhibitor GSK3  CHIR 99021  
ICM – vnitřní buněčná masa (inner cell mass) 
iESCs – indukované ESCs, ESCs vytvořené přeprogramováním EpiSCs, ICM nebo ESCs 
v nakročeném stavu pluripotence 
iMEFs – inaktivované MEFs používané jako podpůrné buňky pro kultivaci ESCs/iPSCs 
iPS, iPSCs – indukované pluripotentní kmenové buňky (induced pluripotent stem cells) 
IRES – vnitřní místo pro vstup ribosomu (internal ribosomal entry site) 
Klf4 – transkripční faktor, homologické Kruppel faktorům D. Melanogaster (Kruppel-like factor 4) 
Ko – kontrola 
KO-DMEM – KnockOut™ DMEM 
KSR – KnockOut™ náhražka séra (serum replacement) 
LIF – leukemický inhibiční faktor (leukemia inhibitory factor) 
LIN28 - lin-28 homolog 
LRH-1 - homolog jaterního receptoru 1 (liver receptor homolog 1) 
LSD 1 – demethyláza lysinu na histonech 1 (lysine specific demethylase 1) 
m - myší 
MAO-1 – monoaminoxidáza 1 
MAPK – mitogenem aktivovaná protein kináza 
MEFs – myší embryonální fibroblasty 
MEK – jinak MAPKK – kináza MAPK 
MET – mesenchymálně-epiteliální transice 
mHTT – mutantní huntingtin 
MiRNA – microRNA, krátké RNA molekuly s regulační funkcí 
MiR – gen pro miRNA klastr 302/367 
NEAA – neesenciální aminokyseliny (non-essential amino acids) 
NSCs – nervové kmenové buňky (neural stem cells) 
NSC-OSKM – NSCs transfekované vektorem s geny OSKM  
NSC-OSKML - NSCs transfekované vektorem s geny OSKML 
NT Ko – kontrola bez templátu (no template control) 
OCT4 – transkripční faktor 4 vázající motiv oktameru (octamer-binding transcription factor 4, znám 
také jako Oct3/4 nebo POU5F1)  
OSKM – Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc 
OSKML – Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc, Lin28 
OSKMNL - Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc, Nanog, Lin28 
p – prasečí 
PB – Piggybac (typ transpozonu a z něj odvozených vektorů) 
PBS – fosfátový pufr (phosphate buffer saline) 
PD – inhibitor MEK PD 0325901 
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pDNA – plasmidová DNA 
PE – primitivní entoderm 
PEFs – prasečí embryonální fibroblasty  
PET – pozitronová emisní tomografie 
PI3K - Phosphatidylinositid 3-kináza 
piPSCs – prasečí iPS buňky  
pNSCs – prasečí NSCs 
PGCs – primordiální zárodečné buňky (primordial germ cells) 
PRDM14 - PR domain zinc finger protein 
PSCs – pluripotentní kmenové buňky (ESCs i iPSCs) 
PTEN – homolog fosfatázy a tensinu (phosphatase and tensin homolog) 
RAR-  - receptor kyseliny retinové  (retinoic acid receptor )  
REX1 – Výměník Rac proteinu 1 (Rac exchanger 1) 
rpm – otáčky za minutu (rotations per minute) 
SCF – faktor kmenových buněk (stem cell factor) 
SCNT – přenos jádra somatické buňky do enukleovaného oocytu (somatic cell nuclear transfer) 
SD – směrodatná odchylka (standard deviation) 
Smad – proteiny příbuzné Sma a Mad (Sma and Mad related proteins) 
SOX2 – SRY (pohlaví určující oblast Y) box 2 [SRY (sex determining region Y)-box 2] 
SSEA – stádiově specifický nádorový antigen (stage specific tumor antigen) 
STAT3 – přenašeč signálu a aktivátor transkripce 3 (Signal transducer and activator of transcription 3) 
SNL – myší fibroblasty STO (odvozené ze SIM myších embryí a resistentní k Thioguaninu 
a Ouabainu) - neomycin – LIF 
TAE – TRIS – acetát – EDTA 
TBX3 - T-box 3 
TE - trofektoderm 
TF – transkripční faktor 
TGF  - nádorový růstový faktor beta (tumor growth factor beta) 
TR – Tranylcypromin, inhibitor LSD1 a MAO-1 
TRA –  antigen nepřijetí nádoru (tumor rejection antigen) 
TRIS - tris(hydroxymethyl)aminometan  
VE – ventrální entoderm 
VPA – kyselina valproová (valproic acid) 
WNT – homolog Wingless D. Melanogaster 




4. Literární úvod 
 
4.1. Pluripotence a pluripotentní kmenové buňky 
      Pluripotence je schopností buněk dát vznik všem buněčným typům těla. Na rozdíl 
od buněk totipotentních, kterými jsou zygota a buňky raného embrya do dvou 
až osmibuněčného  stadia (McGrath a Solter 1984, Tarkowski a Wróblewska 1967, 
Van de Velde et al. 2008), nemají pluripotentní buňky organizační schopnost vytvořit celé 
embryo včetně extraembryonálních tkání, nemohou dát vznik trofoblastu.  
     In vivo se pluripotentní buňky vyskytují pouze přechodně během raného embryonálního 
vývoje. Ve stadiu blastocysty u savců tvoří pluripotentní buňky vnitřní buněčnou masu 
embrya (ICM, inner cell mass). Buňky ICM následně dávají vznik hypoblastu a epiblastu, 
který je také tvořen pluripotentními buňkami. Z hypoblastu vzniká primitivní a viscerální 
endoderm (PE a VE) a následně žloutkový váček embrya. Buňky epiblastu dávají vznik 
všem embryonálním tělním tkáním a několika dalším extraembryonálním tkáním (shrnuto 
v Cockburn a Rossant 2010, Suwinska a Ciemerych 2011, obrázek 1).  
     Pluripotentní buňky embrya lze izolovat a vytvořit linie embryonálních kmenových buněk 
(ESCs, embryonic stem cells) z buněk ICM a raného epiblastu pozdní blastocysty (Bryja 
et al. 2006), nebo epiblastových kmenových buněk (EpiSCs, epiblast stem cells) z buněk 
pozdního epiblastu po implantaci blastocysty (Chenoweth et al. 2010, Tesar et al. 2007). 
Takto izolované pluripotentní kmenové buňky jsou charakteristické schopností sebeobnovy 
v podmínkách in vitro. Symetrickým dělením jsou schopné dlouhodobě (potenciálně 
neomezeně) stav pluripotence udržovat. Zároveň si udržují schopnost diferenciace do všech 
embryonálních a postnatálních tělních tkání včetně zárodečných buněk (Smith 2001). 
Pluripotentní kmenové buňky lze připravit in vitro také epigenetickým přeprogramováním 
somatických buněk. Tyto indukované pluripotentní kmenové buňky (iPSCs) (Takahashi 




Obrázek 1: Zobrazuje postupnou diferenciaci buněčných linií během raného embryonálního 
vývoje. Embryonální kmenové buňky mohou být izolovány z vnitřní buněčné masy 
a z epiblastu. Převzato ze (Smith 2001). 
 
4.1.1. Myší a lidské embryonální kmenové buňky 
     Historicky se jako první podařilo izolovat embryonální kmenové buňky z myší ICM 
a kultivovat je na vrstvě inaktivovaných myších embryonálních fibroblastů (iMEFs, jeden 
z typů podpůrných buněk) (Evans a Kaufman 1981, Martin 1981). Myší ESCs (mESCs) tvoří 
vystouplé 3D kolonie, které mohou být pasážovány jako jednotlivé buňky. Tyto jednotlivé 
buňky jsou schopné kolonie obnovit. Pro udržení stavu pluripotence mESCs in vitro je 
klíčová LIF/STAT3 (Matsuda et al. 1999, Niwa et al. 1998) a BMP4 signalizace, pokud jsou 
mESCs kultivovány v bezsérových podmínkách bez iMEFs (Ying et al. 2003). LIF/STAT3 
dráha není naopak schopná udržet stav pluripotence lidských ESCs (hESCs) (Dahéron et al. 
2004) a BMP4 vede k jejich diferenciaci (Xu et al. 2002, Xu et al. 2005).  
    HESCs se podařilo izolovat až mnohem později (Thomson et al. 1998), po předchozí 
izolaci ESCs nehumánních primátů (druhy Macaca Mulata, Callithrix jacchus) (Thomson 
et al. 1995, Thomson et al. 1996). Lidské i primátí ESCs se morfologií od mESCs liší. Tvoří 
ploché kolonie, které nelze účinně pasážovat jako jednobuněčnou suspenzi. Disociované 
buňky jsou náchylné k apoptoze a kolonie regenerují s velmi nízkou účinností (  1 %). Tyto 
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ESCs byly kultivovány na vrstvě iMEFs, bez podpůrných buněk ESCs diferencovaly 
i v přítomnosti LIF (Thomson et al. 1995, Thomson et al. 1996, Thomson et al. 1998).  
     HESCs izolované z ICM udržují in vitro pluripotentní stav v přítomnosti bFGF (také 
znám jako FGF2) (Xu et al. 2005). BFGF vede k produkci TGF 1 a Activinu A v iMEFs 
a k produkci inhibitorů prodiferenciačního BMP4 (Greber et al. 2007). Suplementace média 
Activinem A (Beattie et al. 2005) nebo právě inhibitorem BMP4 Nogginem (Xu et al. 2005) 
pomáhá udržovat stav pluripotence hESCs v podmínkách bez iMEFs. 
     Odlišnosti převládají i u povrchových markerů ESCs. HESCs a primátí ESCs exprimují 
SSEA-3, SSEA-4, TRA 1-60 a TRA 1-81. MESCs jsou naopak pozitivní na SSEA-1 
(Henderson et al. 2002). Společnými markery jsou naopak aktivita alkalické fosfatázy 
a katalytické podjednotky telomerázy (Thomson et al. 1998). 
     Projevem pluripotence ESCs je jejich schopnost diferencovat in vitro (Doetschman et al. 
1985) a in vivo do tkání všech zárodečných vrstev. Testem schopnosti diferenciace ESCs 
in vivo je jejich vstříknutí do imunodeficientních myší a sledování tvorby diferencovaných 
teratomů složených z tkání všech zárodečných vrstev. Nejpřísnějším kritériem posouzení 
pluripotence je testování schopnosti ESCs tvořit chiméry s přispěním k zárodečné linii 
(Beddington a Robertson 1989, Evans a Kaufman, 1983 in Rossant et al. 1993). Myší ESCs 
jsou schopné vytvořit celé embryo v testu tetraploidní komplementace (Nagy et al. 1990). 
U lidských ESCs není test tvorby chimér prováděn z etických důvodů. 
 
4.1.2. ESCs dalších savčích druhů 
    U většiny hospodářských a domácích zvířat se zatím nepodařilo vytvořit linie ESCs 
se stabilní schopností sebeobnovy ve stavu pluripotence. ESC-like buňky kočičí (Felis 
silvestris) ( Yu et al. 2008), psí (Canis lupus) (Hatoya et al. 2006), bovinní (Bos primigenius 
taurus) (Cao et al. 2009, Pant a Keefer 2009), kozí (Capra hircus) (Kumar De et al. 2011), 
ovčí (Ovis aries) (Zhao et al. 2011, Zhu et al. 2007) nebo prasečí (Sus Scrofa) (Vassiliev 
et al. 2011) nedokázaly v kultuře dlouhodobě udržet nediferencovaný stav. Ve většině 
případů lépe rostly v kultivačních podmínkách s bFGF abyly podobnější lidským ESCs. 
     ESCs izolované z dalších savčích druhů jsou často na pomezí mezi hESCs a mESCs nebo 
u nich není úplná shoda na vhodných kultivačních podmínkách a povrchových znacích. 
Buvolí ESCs jsou celkově svými znaky podobnější hESCs, ale poslední studie ukazuje, 
že mohou udržovat stav pluripotence v podmínkách s LIF (Bubalus bubalis) (Muzaffar et al. 
2012). Králičí ESCs (Oryctolagus cuniculus) (Honda et al. 2009, Hsieh et al. 2011, Wang 
et al. 2007, Xue et al. 2012) udržují stav pluripotence v podmínkách s bFGF i LIF, ale 
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hodnocení jednotlivých studií ohledně jejich podobnosti hESC nebo mESCs se liší. Jsou ale 
kultivovány na podpůrných buňkách a pasážovány jako shluky buněk. U ESCs skotu (Bos 
primigenius taurus) také není shoda na vhodných kultivačních podmínkách ESCs (Cao et al. 
2009, Pant a Keefer 2009). 
      Studií týkajících se izolace a charakterizace ESCs nebo EpiSCs hospodářských a dalších 
savčích druhů je celá řada. Byly zveřejněny pokusy o tvorbu chimér z ESCs některých 
z těchto druhů, jejíž účinnost je u všech druhů mimo permisivních kmenů myší velmi nízká. 
Tuto problematiku shrnují přehledné články (Hall et al. 2013, Keefer et al. 2007).  
 
4.1.3. Naivní a nakročená pluripotence 
     Nový pohled na problematiku pluripotence savčích buněk vnesla izolace myších 
epiblastových kmenových buněk (mEpiSCs), které se shodovaly kultivačními podmínkami 
s bFGF, morfologií a dalšími znaky s hESCs a ESCs dalších druhů (Brons et al. 2007, Tesar 
et al. 2007). Mezi tyto znaky patří i inaktivace jednoho z X chromosomů u samičích linií 
mEpiSCs a hESCs. Inaktivace X u samičích linií je in vivo charakteristická pro stadium 
epiblastu (Silva et al. 2008a). EpiSCs, podobně jako ESCs hospodářských druhů zvířat, jsou 
velmi neefektivní v tvorbě chimér a nejsou schopné přispět k jejich zárodečné linii 
(Brons et al. 2007, Guo et al. 2009). Neschopnost vytvářet chiméry s přenosem do zárodečné 
linie představuje problém z praktického hlediska. Takové ESCs nemohou být 
u hospodářských zvířat využívány k vytvoření plemen s vylepšenými vlastnostmi nebo 
pro vytvoření knock-out/knock-in zvířat jako velkých zvířecích modelů nemocí metodou 
homologní rekombinace (Thomas a Capecchi 1987). 
      Objev mEpiSCs ukázal na podobnost některých druhově specifických ESCs spíše 
s pozdním epiblastem než s ICM ze které jsou standardně izolovány. Vzniklo tak označení 
dvou rozdílných stavů pluripotence, které mohou být in vitro zaujímány pluripotentními 
kmenovými buňkami. MESCs dokážou dlouhodobě udržovat stav naivní (anglicky naive) 
pluripotence, zatímco hESCs a mEpiSCs zaujímají stav nakročené (anglicky primed) 
pluripotence (Nichols a Smith 2009). Rozdíly v načasování raného embryonálního vývoje 
a vzniku populace pluripotentních buněk u myši a člověka jsou popsány na obrázku 2. Tyto 




Obrázek 2: Porovnání raného (preimplantačního) embryonálního vývoje myši (A) a člověka 
(B). A - Myší embryo dosahuje stadia rané blastocysty s vnitřní buněčnou masou (žlutě) v 
den embryonálního vývoje (E) 3.5 a stadia pozdní blastocysty s ICM rozdělenou na epiblast 
(modře) a hypoblast (zelěně) v E4.5. B – U lidského embrya je vývoj časově zpožděn, OCT4 
pozitivní pluripotentní buňky se objevují až v epiblastu pozdní blastocysty (E6.0). Převzato 
z Cockburn a Rossant (2010). 
 
     Některé nepermisivní kmeny myší (Hanna et al. 2009a, Kiyonari et al. 2010) a potkani 
(Brons et al. 2007) jsou přístupní pouze izolaci EpiSCs z pozdního epiblastu, nikoli 
LIF-závislých ESCs.  Několik studií ale ukázalo, že ESCs a EpiSCs v nakročeném stavu 
pluripotence lze přivést do stavu naivní pluripotence změnou kultivačních podmínek nebo 
částečným přeprogramováním. MEpiSCs a potkaní EpiSCs byly přivedeny do naivního stavu 
pluripotence inhibicí MEK/ERK a GSK3  (2i podmínky kultivace, obrázek 3) a kultivací 
v LIF spolu s ektopickou expresí KLF4 (Guo et al. 2009). Zároveň se podařilo izolovat 
mESCs v naivním stavu pluripotence z nepermisivního myšího kmene C57BL/6N v 3i 
podmínkách kultivace (2i +  inhibice FGFR) s LIF (Kiyonari et al. 2010). Takto izolované 
ESCs i přeprogramované EpiSCs byly schopné tvořit chiméry s přispěním k zárodečné linii 
(Guo et al. 2009, Kiyonari et al. 2010), což dokládá dosažení stavu naivní pluripotence. 
V práci Ying et al. (2008b) byly v 2i kultivačních podmínkách úspěšně izolovány 
a kultivovány mESCs permisivního kmene myší bez přítomnosti LIF (obrázek 3). 
To ukazuje na posun v signalizaci MEK/ERK u myších kmenů, které jsou permisivní 
pro izolaci ESCs v naivním stavu pluripotence. U těchto kmenů myší má LIF pravděpodobně 
schopnost stabilně vyrovnávat pro- a proti- diferenciační signály a inhibovat prodiferenciační 
účinek MEK/ERK. U dalších druhů tuto schopnost LIF nemá a prodiferenciační účinek 





Obrázek 3: 2i (inhibitor GSK3  CHIR99021, inhibitor MEK/ERK PD184352)/3i (2i 
+ inhibitor FGFR SU5402) podmínky kultivace vedou ke stabilní sebeobnově ESCs 
v naivním stavu pluripotence. Dalším používaným inhibitorem MEK/ERK, který může 
PD184352 nahradit je PD0325901. Obrázek je převzat z práce Ying et al. (2008b). 
 
4.1.4. Naivní pluripotence lidských ESCs a iPSCs 
    Potkaní iESCs jsou po přeprogramování KLF4 schopné sebeobnovy v 2i/LIF podmínkách 
bez transgenní exprese a jsou schopné tvorby chimér s přenosem do zárodečné linie (Guo 
et al. 2009). U hiESCs a hiPSCs je situace odlišná. HESCs přeprogramované do naivního 
stavu pluripotence zvýšenou expresí transgenů byly závislé na expresi OCT4 a KLF4 nebo 
KLF4 a KLF2 v 2i/LIF podmínkách (Hanna et al. 2010). Stabilnější stav naivní pluripotence 
nezávislý na transgenní expresi byl dosažen až přidáním Forskolinu (FK) k 2i/LIF. Forskolin 
aktivuje adenylátcyklázu, která vede přes aktivaci cAMP k aktivaci PKA signalizace 
(Seamon et al. 1981, Delghandi et al. 2005). Bohužel tyto naivní hiESCs nebyly schopné 
sebeobnovy více než 15 – 20 pasáží, ale autoři spekulují, že by to mohlo být i toxickou 
reakcí buněk na FK (Hanna et al. 2010). V jedné studii se podařilo vytvořit lidské naivní 
iPSCs ektopickou expresí OSKM, receptoru kyseliny retinové  (RAR- , retinoic acid 
receptor ) a homologu jaterního receptoru 1 (LRH-1, liver receptor homolog 1). Tyto naivní 
hiPSCs byly schopné sebeobnovy nezávisle na transgenní expresi a udržovaly si dlouhodobě 
znaky naivní pluripotence (Wang et al. 2011). Li et al. (2009a) vytvořili naivní hiPSCs 
se stabilní schopností sebeobnovy v podmínkách s 2i/LIF a inhibitorem ALK5 A-83-01. 
     Lidské iPSCs nebo ESCs nedokážou robustně tvořit naivní stav pluripotence nezávislý 
na transgenní expresi. Nezávislost hiPSCs/hiESCs na transgenní expresi byla ukázána jen 
u několika studií a vyžadovala použití více faktorů pro přeprogramování nebo zvláštní 
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kultivační podmínky. Přehled více studií na toho téma je v přehledném článku De Los 
Angeles et al. (2012). 
 
4.1.5. Fyziologický základ LIF-závislé pluripotence 
     LIF-závislá pluripotence je oproti původnímu očekávání mnohem méně druhově 
rozšířená. Tento fenomén má příčinu v adaptivní schopnosti hlodavců řízeně zastavit vývoj 
embrya před jeho zahnízděním v děloze právě ve stadiu blastocysty, obsahující ICM. Toto 
přechodné zastavení embryonálního vývoje se nazývá diapauza (Mantalenakis a Ketchel 
1966). Diapauza je běžným jevem i u dalších savců, ale z kopytníků (Artiodactyla) 
se vyskytuje jen u srnce (Capreolus capreolus) (shrnuto v Renfree a Shaw 2000). Zatímco 
u většiny savců je LIF nezbytný pouze krátce pro zahnízdění blastocysty v děloze 
(Aghajanova 2004), u hlodavců je jeho role rozšířena na schopnost udržovat latentně 
populaci buněk epiblastu během diapauzy signalizací LIF přes GP130/LIFR receptor  
(Nichols et al. 2001). Podobně jako je diapauza způsobem, jak zastavit embryonální vývoj 
in vivo, je izolace a kultivace mESCs její analogií in vitro. U většiny ostatních savců není 
fyziologický základ pro dlouhodobější udržení LIF-závislé pluripotence vytvořen nebo nebyl 
během evoluce zachován. Naivní stav pluripotence je tak velmi nestabilní i v in vitro 
podmínkách a může být stabilizován pouze inhibicí drah, které jinak vedou k diferenciaci, 
a následně k sebeobnově stabilnějšího pozdního epiblastu.  
     Ne všichni hlodavci a ne všechny kmeny myší ale mohou dát vznik liniím naivních ESCs 
za standardních podmínek. Významný vliv na schopnost vytvářet ESCs v naivním stavu 
pluripotence mají zřejmě i další faktory. Jedním z nich může být tendence některých kmenů 
myší k tvorbě testikulárních teratokarcinomů (nádorů samčích zárodečných buněk). 
Takovým myším kmenem je kmen 129, ze kterého byly poprvé izolovány mESCs, zároveň 
je izolace mESCs z myší tohoto kmene účinnější než z jiných kmenů (Anderson et al. 2009). 
Naopak jiné kmeny myší nebo potkani, u kterých jsou teratokarcinomy vzácné, jsou 
nepermisivní k tvorbě ESCs. Za standardních podmínek je možné z jejich pozdních 
blastocyst izolovat pouze EpiSCs (Batlle-Morera et al. 2008, Brons et al. 2007, Hanna et al. 
2009a).  
     Tendence tvořit teratokarcinomy může souviset se změnou v PI3K/AKT signalizaci, která 
vede k ustanovení embryonálních zárodečných buněk (EGCs) z primordiálních zárodečných 
buněk (PGCs) a zároveň je jednou z drah aktivovaných LIF u mESCs (Kimura et al. 2008, 
Kimura a Nakano 2011, obrázek 4). Na druhou stranu ale není PI3K/AKT pro sebeobnovu 
mESCs esenciální (Matsuda et al. 1999). EGCs, kmenové buňky se schopností sebeobnovy 
odvozené in vitro z PGCs, mohou dlouhodobě udržovat stav pluripotence v médiu s LIF, 
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bFGF a SCF (stem cell factor, faktor kmenových buněk) (Matsui et al. 1992, Resnick et al. 
1992). Zároveň ztráta PTEN fosfatázy, která jinak inhibuje PI3K signalizaci, vedla 
ke zvýšení výskytu teratokarcinomů u myší (Kimura et al. 2003). Tuto signalizační 
provázanost mESCs a mEGCs podtrhuje i zvýšená exprese genů Stella, Rex1 nebo Prdm14 
u mESCs, které jsou zároveň markery prekurzorů zárodečných buněk ( Grabole et al. 2013, 
Hayashi et al. 2008, Toyooka et al. 2008). Tyto geny přitom nejsou exprimovány buňkami 
raného epiblastu. Nelze proto vyloučit možnost, že naivní mESCs jsou velmi ranými 
prekurzory PGCs pocházejími z epiblastu adaptovanými na kultivační podmínky podobně 
jako EGCs. Druhou možností je, že pouze stejné faktory ovlivňují vytvoření pluripotentních 
ESCs a EGCs. 
 
4.1.6. Molekulární mechanismy sebeobnovy ESCs 
     ESCs izolované z různých druhů mají přes odlišnosti v kultivačních podmínkách 
společný centrální okruh pluripotence, který je aktivován a udržován v rovnováze vnější 
signalizací. Hlavními součástmi centrálního okruhu pluripotence jsou transkripční faktory 
OCT4, SOX2 a NANOG. Tyto tři proteiny tvoří zpětnovazebnou smyčku, která udržuje stav 
pluripotence a zabraňuje diferenciaci ESCs. OCT4, SOX2 a NANOG vzájemně udržují své 
vlastní hladiny na optimální úrovni potřebné pro udržení stavu pluripotence (Boyer et al. 
2005, Loh et al. 2006, Rodda et al. 2005), aktivují další stovky genů, které tvoří širší 
regulační okruh udržující schopnost sebeobnovy pluripotentních ESCs a brání přepisu genů 
zodpovědných za diferenciaci (Boyer et al. 2005, Loh et al. 2006, shrnuto v Loh et al. 2008). 
Na promotory velké části cílových genů v hESCs nasedají OCT4, SOX2 i NANOG zároveň 
(Boyer et al. 2005). U mESCs byla popsána kooperace v nasedání OCT4 a NANOG 
na promotory cílových genů (Loh et al. 2006).  
     Zatímco hladina OCT4 a SOX2 musí být striktně regulována a jejich příliš vysoká i příliš 
nízká hladina vede k diferenciaci ESCs (Kopp et al. 2008, Niwa et al. 2000), zvýšená hladina 
NANOG umožňuje sebeobnovu mESCs (Mitsui et al. 2003) i hESCs bez růstových faktorů a 
podpůrných buněk. U hESCs se zvýšenou hladinou NANOG ale dochází k expresi genů 
primitivního ektodermu (pluripotentního epiblastu) ve shodě s vyšší stabilitou 




Obrázek 4: LIF spouští v mESCs aktivaci více signálních drah zároveň. Aktivace 
JAK/STAT3 a PI3K/AKT signalizace vedou k aktivaci genů pluripotence Sox2 respektive 
Nanog, které pak aktivují Oct4. Naopak aktivní MAPK signalizace spouštěná LIF inhibuje 
aktivaci Tbx3 a v důsledku Nanog. LIF signalizace tak vede k rovnováze pro- a proti- 
diferenciačních signálů (Niwa et al. 2009).  
     Centrální geny pluripotence jsou aktivovány již zmíněnými vnějšími signály, které 
se mezidruhově liší. U mESCs jsou Nanog, Oct4 i Sox2 aktivovány právě LIF/STAT3 
signalizací a BMP4/SMAD1 (Chen et al. 2008), u hESCs kooperují vzájemně zastupitelné 
TGF /Activin/SMAD 2/3 a bFGF/MEK/ERK signalizace v aktivaci Nanog (Xu et al. 2008) 
a dalších genů asociovaných s pluripotencí (Brown et al. 2011). Napojení vnějších 




Obrázek 5: Signální dráhy urdžující stav pluripotence sebeobnovu mESCs (a) a hESCs (b), 
a zároveň inhibující diferenciaci. Znázorněno je i napojení vnější signalizace na centrální 
okruh pluripotence. Zobrazené signální dráhy aktivují geny pluripotence a zároveň mají 
spolu s nimi roli v inhibici diferenciace. Převzato z Hyslop et al. (2005). PI3K/AKT dráha 
zmíněná dříve v souvislosti s mESCs je u hESCs aktivována bFGF. Publikována byla její 
aktivace u primátích ESCs (Watanabe et al. 2006). 
 
     Exprese centrálních genů pluripotence je v mESCs aktivována LIF. LIF aktivuje přes 
GP130/LIFR receptor paralelně více signálních drah. Aktivace JAK/STAT3 a PI3K/AKT 
dráhy vede k aktivaci genů pluripotence, naopak současná aktivace MAPK dráhy aktivaci 
těchto genů blokuje a působí prodiferenciačně (Niwa et al. 2009, obrázek 4). Tato situace, 
kdy LIF vede k vyvažování pro- a proti- diferenciačních signálů v mESCs má za následek 
výkyvy v hladinách centrálních genů pluripotence vlivem zpoždění ve zpětné vazbě. Výkyvy 
v hladinách genů pluripotence se mohou přenést na další geny. V rámci populace mESCs tak 
přechodně existují subpopulace buněk s různou stabilitou stavu pluripotence a tendencí 
k diferenciaci. Výkyvům podléhají právě hladiny proteinů, které jsou markery PGCs a jsou 
spojovány se schopností mESCs diferencovat do zárodečné linie in vivo v rámci chimér. Jsou 
to PRDM14, REX1, NANOG a STELLA (Grabole et al. 2013, Hayashi et al. 2008, 
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Chambers et al. 2007,  Toyooka et al. 2008). Díky výkyvům v transkripci těchto genů 
v populaci buněk dokážou mESCs v přítomnosti LIF udržovat transientní subpopulace buněk 
schopné diferencovat do zárodečné linie a zároveň subpopulace, které jsou expresním 
profilem bližší pozdnímu epiblastu a zajistí diferenciaci do ostatních tkání tří zárodečných 
vrstev. Tento mechanismus transkripční fluktuace umožňuje mESCs zachování sebeobnovy 
a zároveň schopnost rychlé reakce na diferenciační signály různé povahy. Heterogenita 
v populaci mESCs vzniká také autorepresivní zpětnou vazbou NANOG. Zvýšená hladina 
NANOG je spojená se stabilním stavem pluripotence a schopností buněk diferencovat 
in vivo do zárodečné linie chimér. Zpětnovazebné snížení jeho hladiny vede k větší 
náchylnosti buněk k diferenciaci (Navarro et al. 2012).  
     Populace hESCs také vykazují fluktuace v expresi některých genů, například v genech 
WNT signální dráhy. WNT signalizace je důležitá pro sebeobnovu lidských i myších ESC 
(Sato et al. 2004). U hESC byly závěry ohledně vlivu WNT dráhy na jejich sebeobnovu 
nejednoznačné (Cai et al. 2007, Davidson et al. 2012, Dravid et al. 2005). Tato neshoda byla 
dána pravděpodobně heterogenitou v expresi WNT v rámci populace hESCs. Blauwkamp 
et al. (2012) ukazuje, že heterogenita v aktivaci WNT signalizace může mít roli 
v diferenciaci hESCs do buněk různých zárodečných vrstev. Buňky se zvýšenou WNT 
signalizací mají tendenci diferencovat do neuroektodermu.  
     Heterogenita exprese v populacích ESCs zdá být obecným mechanismem, který vede 
k sebeobnově ESCs a zároveň zachovává jejich schopnost rychlé reakce na diferenciační 
signály. Rozdíl je právě ve schopnosti mESCs zachovávat v přítomnosti LIF subpopulaci 
buněk schopnou diferencovat do zárodečné linie. HESCs zachovávají heterogenitu převážně 
buněk nakročených do různých somatických linií. 
     V souladu s rolí LIF ve vytváření heterogenity v populacích mESCs má použití inhibitorů 
GSK3 CHIR90021 a MEK/ERK PD0325901 u mESCs za následek dovedení všech buněk 
do stavu REX1+ a STELLA+ a udržování tohoto stavu bez přítomnosti LIF. Přitom nejde 
o selekci buněk již REX1 a STELLA pozitivních (Silva et al. 2008b). Je rovněž možné 
izolovat naivní hESCs v 2i podmínkách s LIF. Izolace ICM v těchto podmínkách stabilizuje 
jinak velmi nestabilní stav naivní pluripotence a nedovolí diferenciaci naivních hESCs do 
stabilnějšího stavu nakročené pluripotence. Pokud ale chceme přeprogramovat do naivního 
stavu již izolované hESCs, je potřeba ektopická exprese Klf4 (Guo et al. 2009). Klf4 je 
jedním z genů, jehož exprese je snížena u mEpiSCs oproti mESCs. Dalšími takovými geny 
jsou Stella, Rex1 nebo Nanog. Hladina OCT4 je naopak mírně zvýšená (Guo et al. 2009). 
MESCs mají jedinečnou schopnost vytvářet v 2i podmínkách kultivace základní stav 
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pluripotence (anglicky ground state). MESCs v tomto stavu nepotřebují vnější stimulaci LIF 
k udržení sebeobnovy pokud jsou inhibovány diferenciační signály MAPK dráhy.  
      
4.1.7. Geny pluripotence v raném embryonálním vývoji 
     Role transkripčních faktorů O4CT, SOX2 a NANOG v sebeobnově pluripotentních ESCs 
in vitro vychází z jejich role ve specifikaci pluripotentní ICM a epiblastu v raném 
embryonálním vývoji. První diferenciační událostí v raném embryonálním vývoji je oddělení 
buněk ICM, které jsou vymezeny expresí OCT4, a buněk TE, které  exprimují CDX2 (Niwa 
et al. 2005). SOX2 je v ICM koexprimován s OCT4 (Avilion et al. 2003). NANOG hraje roli 
později, během diferenciace ICM na pluripotentní buňky epiblastu nebo PE. Populace buněk 
exprimující NANOG vytváří epiblast (Mitsui et al. 2003), naopak exprese GATA-6 
vymezuje populaci buněk primitivního entodermu (Morrisey et al. 1998). Embryonální 
kmenové buňky jsou z myší izolovány nejčastěji v momentě přechodu ICM do epiblastu, 
kdy ICM tvoří populaci OCT4 a NANOG pozitivních buněk. Diferenciační události v raném 
embryonálním vývoji jsou znázorněny na obrázku 6. 
 
 
Obrázek 6: Obrázek schematicky zobrazuje transkripční faktory vymezující populace buněk 




Obrázek 7: Obrázek porovnávající roli OCT4 a NANOG ve specifikaci myší ICM 
a epiblastu in vivo (nahoře) a v sebeobnově a inhibici diferenciace mESCs in vitro (dole). 
Obrázek byl převzat z práce Mitsui et al. (2003). 
 
4.2. Indukované pluripotentní kmenové buňky 
     Indukované pluripotentní kmenové buňky (iPSCs) byly poprvé připraveny v roce 2006 
(Takahashi a Yamanaka 2006) vnesením čtyř transkripčních faktorů do kožních fibroblastů 
virovými vektory a kultivací těchto buněk v podmínkách specifických pro embryonální 
kmenové buňky (ESCs). K přeprogramování buněk byly použity geny pro transkripční 
faktory (TFs) OCT4, SOX2, KLF4 a c-MYC (OSKM). Tyto TFs mají funkci v sebeobnově 
a udržování stavu pluripotence. Zároveň jsou schopné indukovat v infikovaných buňkách 
globální i lokální epigenetické změny vedoucí k přeprogramování transkriptomu 
diferencované buňky do  pluripotentního stavu. Stejnou metodou za použití jiné kombinace 
TFs (OCT4, SOX2, LIN28 a NANOG) byly vytvořeny i lidské iPS buňky (Yu et al. 2007). 
IPS buňky jsou funkčně rovnocené ESCs. Správně přeprogramované iPS buňky splňují 
všechna kritéria pluripotence popsaná u ESCs. Do kvality přeprogramování se promítají 
rozdíly v genetické výbavě savčích druhů, které mají vliv i na izolaci ESCs. 
     IPSCs jsou podobně jako ESCs nástrojem pro výzkum raného embryonálního vývoje 
a mohou být jejich náhradou u druhů, kde se zatím nepodařilo stabilní linie ESCs vytvořit. 
Zároveň iPS technologie otevřela dveře k individualizované medicíně a vytváření in vitro 
modelů lidských nemocí a testování léčiv na individuálních liniích vytvořených z pacientů. 
Díky objevu iPSCs není potřeba pro některé výzkumné účely dále používat lidská embrya 
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a oocyty, které jsou potřeba pro ostatní metody vytváření pluripotentních kmenových buněk 
(shrnuto v Ellis a Bhatia 2011, Grskovic et al. 2011). 
 
4.2.1. Proces epigenetického přeprogramování somatických buněk 
     Přes úspěšné zavedení metody přeprogramování somatických buněk na iPS buňky nebyl 
dlouho znám mechanismus tohoto procesu. Kvůli nízké účinnosti procesu přeprogramování 
se spekulovalo o tom, jestli iPS buňky nevznikají pouze z tkáňových kmenových buněk, 
které se v malém množství nachází v populacích primárních buněk. Později bylo ukázáno, že 
procesem epigenetického přeprogramování, který vede k vytvoření iPS buněk může úspěšně 
projít každá buňka, včetně terminálně diferencovaných B buněk (Hanna et al. 2008). Proces 
přeprogramování somatických buněk do stavu pluripotence je stochastickým neboli 
náhodným procesem, během kterého musí buňka na cestě ke stavu pluripotence překonat 
několik epigenetických bariér. Pravděpodobnost jejich překonání se zvyšuje s počtem dělení, 
kterými buňka projde. Proces přeprogramování ve shodě s touto teorií lze urychlit právě 
vnesením transkripčních faktorů, které zrychlují průběh buněčným cyklem a zvýší tak 
pravděpodobnost překonání epigenetické bariéry. Zvýšit rychlost procesu přeprogramování 
lze i použitím malých inhibičních molekul, které obecně otevírají chromatin a aktivují 
transkripci nebo inhibují konkrétní dráhy vedoucí k diferenciaci. Účinnost přeprogramování 
by přitom mohla být vnímána spíše jako schopnost přeprogramování určitého procenta 
buněk za určitý čas než v absolutních hodnotách. Za konečně dlouhou dobu mohou 
teoreticky všechny buňky infikované danými TFs dosáhnout stavu pluripotence (Hanna et al. 
2009b). 
     Celkově má vliv na účinnost přeprogramování více faktorů. Jsou jimi např. genetické 
dispozice. Účinnost tvorby iPS buněk se může mezi různými kmeny myší lišit až 20krát 
(Silva et al. 2008b). Také místo integrace vektoru hraje důležitou roli. Sekundární iPS buňky 
vytvořené z buněk chimerických myší nesoucích Doxicyklinem (Dox) indukovatelný vektor 
(buňky myši připravené z primárních iPS buněk mají integrovaný vektor v místě, které 
u primárního přeprogramování k tvorbě  iPS buněk vedlo) tvoří iPS buňky s 20 – 50krát 
vyšší účinností (Wernig et al. 2008a). Vliv na průběh přeprogramování mají i somatické 
mutace buněk, např. vyřazení p53 z činnosti vede k zvýšení účinnosti přeprogramování 
(Kawamura et al. 2009, Utikal et al. 2009).  
     Buňky, které prochází procesem přeprogramování během přeměny do stavu pluripotence 
postupně aktivují endogenní geny pluripotence a naopak umlčují geny somatických buněk. 
S tímto procesem jsou spojené změny v metylaci chromatinu. Celkové snížení metylace 
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chromatinu a jeho otevření vede ke zvýšení transkripční aktivity. Remodelace chromatinu je 
spojená s demetylací DNA v promotorech genů pluripotence buněk (shrnuto v Djuric a Ellis 
2010). Demetylace promotorů endogenních genů Oct4 a Nanog je znakem správně 
přeprogramovaných buněk (Wernig et al. 2007). Naopak chromatin promotorů genů, které 
jsou spojeny s diferenciací do somatických linií, je u ESCs/iPSCs obsazen bivalentními 
doménami – značkami chromatinu, které obsahují aktivační i inhibiční modifikace. Takto 
označené geny jsou v ESCs a iPSCs neaktivní, ale jsou schpné rychlé aktivace transkripce 
v reakci na diferenciaci (Boué et al. 2010). Důležitým znakem dokončeného 






Obrázek 8: Proces přeprogramování somatických buněk zahrnuje několik stadií, která 
odráží změny morfologie buněk. Exprese transkripčních faktorů a kultivační podmínky 
vedou nejdříve ke změně morfologie směrem k epiteliálnímu fenotypu a k těsnějším 
shlukům buněk. Přeprogramované buňky tvoří kolonie s hladkými okraji a těsně sbalenými 
buňkami s vysokým poměrem jádra k cytoplasmě. Obrázek je převzat z přehledného článku 
Djuric a Ellis (2010). 
    
   U různých výchozích typů buněk se proces přeprogramování liší, právě podle jejich stavu 
aktivace chromatinu, transkripční aktivity a schopnosti proliferace. U buněk, které nejsou 
epiteliálního typu, jako nejčastěji používané fibroblasty, je prvním krokem přeprogramování 
mesenchymálně-epiteliální transice (MET). MET je proces, během kterého jsou potlačeny 
mesenchymální geny a aktivovány epiteliální. Zásadní pro tuto část přeprogramování je 
změna v typu mezibuněčných spojení, která má za následek změny morfologie a ztrátu 
kontaktní inhibice buněk, která je nezbytným krokem pro vytvoření kompaktních kolonií iPS 
buněk (shrnuto v Polo a Hochedlinger 2010,  Li et al. 2010a).  
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     Během MET dochází ke snížení exprese fibronectinu a N-cadherinu a naopak je zvýšena 
exprese E-cadherinu. Důležitou roli v tomto procesu hrají BMP4 a TGF  signalizace, které 
se vzájemně negativně ovlivňují prostřednictvím SMAD4  (Li et al. 2010a). Zatímco BMP4 
v myších buňkách aktivuje microRNA (miRNA) 200 a 205, aktivátory epiteliálních genů, 
TGF 1 signalizace vede k opačnému procesu, zkráceně nazývanému EMT  (Samavarchi-
Tehrani et al. 2010). Naopak epiteliální buňky jako NSCs již MET procházet nemusí. Jejich 
přeprogramování je díky tomu rychlejší a účinnější (Silva et al. 2008b). NSCs jako 
embryonální buňky mají navíc vyšší proliferační potenciál (Pitman et al. 2004).  
 
4.2.2. Metody přípravy indukovaných pluripotentních kmenových buněk 
     Klasickou metodou pro vnesení vektorů do buněk určených k přeprogramování jsou již 
zmíněné retrovirové nebo lentivirové vektory. Jsou metodou první volby, pokud chceme 
dosáhnout vysoké účinnosti přeprogramování, ale nejsou vhodné pro klinické aplikace iPS 
buněk z důvodu vnesení relativně velkého počtu inserčních mutací do genomu (zvlášť pokud 
je každý gen nesen samostatným vektorem). Jejich dalším negativem je možná reaktivace 
retrovirové exprese během diferenciace iPS buněk. Reaktivace virových vektorů může 
způsobit protivirovou imunitní odpověď pacienta nebo vznik nádoru vlivem onkogenů 
(c-Myc, Klf4, Lin28) proužitých pro přeprogramování (shrnuto v Madonna 2012, Mochiduki 
a Okita 2012).   
     S rozvojem možných aplikací iPSCs pro klinické účely jsou neustále vyvíjeny 
a zlepšovány nové metody přeprogramování, které nezahrnují použití retrovirů 
a/nebo integraci vektorů do genomu buněk. Mezi neintegrativními metodami se zdají být 
nejefektivnější mRNA (Mandal a Rossi 2013, Warren et al. 2010) a neintegrativní Sendai 
viry (Churko et al. 2013, Jin et al. 2012). Naopak použití episomálních plasmidových 
vektorů (Yu et al. 2009), adenovirů (Stadtfeld et al. 2008) miRNA (Miyoshi et al. 2011) 
nebo přímo rekombinantních proteinů (Zhou et al. 2009) je efektivní méně a nemá takový 
potenciál pro vytváření iPS buněk z pacientů.    
     IPSCs byly účinně vytvořeny také vnesením ESC-specifických miRNA na virových 
vektorech. Použití miRNA pro přeprogramování údajně snižuje riziko nádorové 
transformace vzniklých iPSCs (Kelley a Lin 2012). 
       Velmi rozšířeným se stalo použití malých inhibičních molekul, které jsou schopné zvýšit 
účinnost přeprogramování ostatními metodami nebo mohou účinnost přeprogramování 
zachovat při snížení počtu vnesených TFs. Pro účely přeprogramování somatických buněk 
do stavu pluripotence jsou používány malé molekuly s pozitivním vlivem na celkovou 
úroveň transkripce a otevření struktury chromatinu i inhibitory konkrétních signálních drah, 
které hrají roli v diferenciaci buněk. Použití sníženého počtu virových vektorů a jejich 
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nahrazení malými molekulami umožní zachování nebo zlepšení účinnosti a rychlosti 
přeprogramování, a zároveň zvýší potenciál použití iPSCs pro klinické účely (Shi et al. 
2008a).  
      Další možností jak připravit iPS buňky vhodné pro klinické účely je použití transpozonů, 
které se do genomu integrují, ale lze je zpětně vystřihnout a nehrozí tak riziko vzniku nádoru 
během jejich diferenciace nebo po transplantaci pacientovi. Takovými systémy jsou 
transpozony nebo virové vektory s LoxP místy využívající Cre rekombinace (Chakraborty 
et al. 2013, Loh et al. 2012), Sleeping beauty transpozony (Grabundzija et al. 2013, 
Muenthaisong et al. 2012) nebo PiggyBac transpozony (Kaji et al. 2009, Woltjen et al. 
2009). U tohoto typu vektorů je vhodné použít pro přeprogramování pouze jeden 
polycistronní vektor, který usnadní zpětné vystřižení (Shao et al. 2009). Zároveň je vhodné 
použít chemicky indukovatelnou expresi z těchto vektorů, protože na rozdíl od virových 
nejsou v přeprogramovaných buňkách přirozeně umlčovány (Tsukiyama et al. 2011).  
      S výhodou je možné kombinovat více přípstupů k přeprogramování podle technických 
dispozic laboratoře (např. pro práci s viry), zvířecího modelu, výchozího buněčného typu 
a požadované robustnosti přeprogramování; a zvolit ten, který bude mít dostatečnou účinnost 
pro daný účel. 
 
4.2.2.1. Malé molekuly v procesu přeprogramování somatických buněk 
      Od vytvoření prvních iPS buněk byla vytvořena řada nízkomolekulárních inhibitorů, 
které hrají roli v procesu přeprogramování somatických buněk a mohou ho výrazně 
zefektivnit. Výhodou jejich použití je již popsaná možnost snížit počet vnesených TFs (Li 
et al. 2011c, Shi et al. 2008a, Shi et al. 2008b).  
     Pro zvýšení účinnosti přeprogramování nebo snížení počtu transgenů při zachování stejné 
účinnosti jsou využívány jak méně specifické inhibitory obecně aktivující transkripci, tak 
malé molekuly které cílí konkrétní signální molekulu.  
  Mezi nespecifické aktivátory transkripce patří různé inhibitory histondeacetyláz 
a DNA-methyltransferáz. Meissner et al. (2007) použili inhibitor DNA-metyltransferázy 1 
(DNMT1) 5-Azacytidine (AZA), který buňkám v procesu přeprogramování usnadnil 
aktivovaci genů pluripotence. Zároveň s jejich aktivací byly umlčeny virové transgeny. AZA 
má na přeprogramování buněk dvojí efekt. Může urychlit proces přeprogramování a zároveň 
zvýšit jeho účinnost – zvýšit počet vzniklých pluripotentních kolonií za stejný čas (Meissner 
2007). Skupině Mikkelsen et al. (2008) se podařilo po přidání AZA zvýšit počet 
přeprogramovaných kolonií čtyřikrát. 
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     Molekulou často používanou společně s AZA je kyselina valproová (VPA), inhibitor 
histondeacetyláz (HDACs). VPA dokáže zvýšit účinnost přeprogramování somatických 
buněk až 50x oproti pouhé transdukci OSKM a 100x oproti transdukci OSK (Huangfu et al. 
2008a). Kolonie v médiu s VPA a AZA také vzniknou průměrně o dva dny dříve než 
kontrolní (Huangfu et al. 2008a). Nevýhodou těchto inhibitorů je jejich nespecifita. 
Celkovou aktivací transkripce mohou vést buňky i k nádorové transformaci. Proto je potřeba 
omezit působení těchto inhibitorů na kratší časový úsek. 
     Další méně specifickou molekulou je Tranylcypromin (TR), inhibitor lysin specifické 
demethylázy 1 (LSD1) a monoaminoxidázy 1 (MAO-1). Tyto enzymy demetylují 
methylované lysiny 4 na histonech 3 (H3K4), které jsou značkami aktivní transkripce na 
chromatinu v promotorech genů (Bernstein et al. 2005). TR byl schopen obecně zvýšit 
methylaci H3K4 a odblokovat transkripci v promotoru Oct4 u buněk linie zárodečného 
karcinomu P19 (Lee et al. 2006). Tranylcypromin byl využit ke zvýšení účinnosti 
přeprogramování fibroblastů infikovaných Oct4 a Klf4 spolu s inhibitorem GSK3  (Li et al. 
2009a). MiR-302, jejíž ektopická exprese vede k přeprogramování somatických buněk, 
inhibuje mimo jiné právě LSD1. Výsledkem této inhibice bylo globální zvýšení demetylace 
genomu buněk a zvýšení účinnosti jejich přeprogramování (Lin et al. 2011). TR by měl mít 
účinek jak na obecnou demetylaci genomu, tak aktivační metylaci histonů. Měl by 
zprostředkovat dokončení procesu přeprogramování buňkám v pre-iPS stavu právě díky 
aktivaci transkripce Oct4, která povede k aktivaci dalších genů pluripotence a následně k 
nezávislosti na transgenní expresi.  
    Specifické účinky mají naopak inhibitory GSK3beta (CHIR99021) a MEK/ERK 
(PD0325901) již byly zmíněny dříve v textu jako 2i podmínky kultivace, které jsou schopné 
dovést ESCs i iPSCs do naivního stavu pluripotence (Silva et al. 2008b). Tyto dva specifické 
inhibitory jsou často používány v konečné fázi přeprogramování nebo pro izolaci ESCs 
z nepermisivních druhů. MEK/ERK jsou součástí MAPK signální dráhy, která vede 
k sebeobnově hESCs a mEpiSCs, ale k diferenciaci mESCs. (Kunath et al. 2007, Tesar et al. 
2007). Inhibice GSK3  má za následek aktivci WNT signální dráhy, která hraje roli 
v proliferaci buněk, regulaci genů pluripotence a umožnila vytvoření iPSCs se sníženým 
počtem TFs, bez c-MYC (Marson et al. 2008).  
     Specifický účinek má i RepSox, který je inhibitorem TGF /Activin/Nodal signalizace, 
konkrétně ALK5 receptoru. Byl použit pro přeprogramování lidských iPSCs bez SOX2 
a c-MYC (Maherali a Hochedlinger 2009, Ichida et al. 2009). TGF  signalizace udržuje 
sebeobnovu epiblastových kmenových buněk (James et al. 2005, Tesar et al. 2007), ale 
zároveň hraje roli v diferenciaci buněk (Massagué a Xi 2012). Inhibice ALK5 může pomoci 
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udržet piPSCs v naivním stavu pluripotence, zároveň může mít pozitivní vliv na průběh 
MET díky aktivaci BMP4 v buňkách s inhibicí ALK5 (Grönroos et al. 2012, Tojo et al. 
2005). V tomto textu byly popsány účinky molekul, které autorka použila pro 
přeprogramování prasečích somatických buněk. Více se této problematice věnuje přehledný 
článek Feng et al. (2009). Chemická struktura a účinky jednotlivých malých molekul jsou 






CHIR99021 GSK3  
Aktivuje Wnt signalizaci, 
podpora sebeobnovy 
pluripotentních buněk (Ying 
et al. 2008, Li et al. 2009b) 
 
PD0325901 MEK/ERK 
Blokuje diferenciaci a 
podporuje udržení základního 







(Meissner et al. 2007, 
Mikkelsen et al. 2008) 
 
RepSox  ALK5  
Nahradí Sox2 a c-myc při 
přeprogramování fibroblastů 







Zvýší H3K4 methylaci (Lee et 
al. 2006). Umožní 
přeprogramování lidských 
keratinocytů pomocí Oct4 a 






fibroblastů pomocí Oct4 a 
Sox2, zvyšuje účinnost 
přeprogramování s OSKM až 
100x (Huangfu et al. 2008b) 
Tabulka 1: Malé molekuly použité v ESC médiu pro přeprogramování pNSCs a PEFs. 




4.3. Pluripotentní buňky prasete 
 
4.3.1. Pluripotence u prasat v raném embryonálním vývoji 
     Podobně jako u ostatních savců, vzniká v raném embryonálním vývoji prasete blastocysta 
tvořená ICM a TE. Buňky ICM diferencují do epiblastu a hypoblastu. Na rozdíl od myšího 
nebo lidského raného embryonálního vývoje u prasete OCT4 nevymezuje ve stadiu rané 
blastocysty ICM, ale je exprimován i TE spolu s CDX2. U prasat tedy nedochází k segregaci 
exprese OCT4 a CDX2, na rozdíl od myši, během první diferenciace embrya. Navíc ICM, 
která je u prasečího embrya přítomná mezi E 5.5 a E 7.5, neexprimuje NANOG ani SOX2, 
které jsou důležité pro pluripotenci buněk vnitřní buněčné masy, ani další geny spojené 
s pluripotencí s výjimkou nízké exprese c-MYC (Hall 2012).  
     Jiná studie ukazuje, že NANOG se objevuje jako první od E 7.5 pouze v ICM a následně 
v epiblastu mezi E 9.5 a E 10.5 (du Puy et al. 2011). Exprese OCT4 není ale v tomto období 
ještě specifická pro ICM. Později po segregaci epiblastu (E 9.5) je již OCT4 přítomen pouze 
pouze v této populaci buněk společně s Nanog (Wolf et al. 2011a). Právě buňky, kde je 
společně exprimován NANOG i OCT4 jsou u myši i člověka nejvhodnějšími pro izolaci 
ESCs a selekci iPSCs (Wernig et al. 2007). Dá se tedy předpokládat, že nejvhodnějším 
momentem pro izolaci prasečích pluripotentních kmenových buněk je právě E 9.5 – E 10.5. 
Toto stadium může dát vznik epiblastovým kmenovým buňkám (EpiSCs), které se již 
u prasete podařilo izolovat a vytvořit stabilní linii pEpiSCs (Alberio et al. 2010, Park et al. 
2013).  
     Z posledních prací se zdá, že ICM je u prasete spíše pasivní populací buněk, kde nejsou 
exprimovány téměř žádné proteiny dosud spojované s pluripotencí mimo c-MYC a OCT4, 
který je přítomen i v TE (Hall 2012). Až stadium epiblastu je charakteristické receptory 
FGF, BMP a WNT dráhy, GP130 receptoru a STAT3, ale nikoli LIFR, který je exprimován 
pouze buňkami TE. LIFR je potřeba spolu s GP130 pro přenos LIF signálu do buňky 
a fosforylaci STAT3. STAT3 je tedy pravděpodobně v buňkách epiblastu prasete aktivován 
jiným cytokinem (autoři uvádí IL-6 jako možného kandidáta) ( Hall 2012). V souladu s tím 
se zdají pro izolaci a sebeobnovu pESCs vhodnější kultivační podmínky s bFGF 
a podpůrnými buňkami.  
     Prasečí ICM je velmi transientní a nestabilní stadium v prasečím raném embryonálním 
vývoji. Problémem z hlediska vytvoření pluripotentních ESCs z tohoto stadia blastocysty je 
nedostatečná aktivace genů pluripotence a odlišné načasování ve vymezení pluripotentní 
populace buněk prasete. Na rozdíl od lidských ESCs kultivace buněk izolovaných z ICM 
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prasete nevede k jejich transici do stavu nakročené pluripotence odpovídající pozdnímu 
epiblastu, pravděpodobně právě kvůli nepřítomnosti FGFR v buňkách ICM prasete (Hall 
2012). 
    ES-like buňky izolované a kultivované v klasických podmínkách s bFGF nejsou schopné 
dlouhodobější sebeobnovy ve stavu pluripotence (Blomberget al. 2008, Li et al. 2003, Wolf 
et al. 2011b). Pouze výjimečně byla zachována sebeobnova pESCs během více než 10 pasáží 
v podmínkách s bFGF (Brevini et al. 2007, shrnuto v Vackova et al. 2007, Vassiliev et al. 
2011). LIF je schopen podporovat sebeobnovu ES-like buněk izolovaných z prasečí ICM, 
pokud jsou použity 2i/LIF podmínky kultivace. Prasečí ES-like buňky kultivované v těchto 
podmínkách exprimovaly LIFR i GP130 receptory (Haraguchi et al. 2012), jejich 
pluripotence ale byla omezena na úkor schopnosti sebeobnovy. Stabilní linii pluripotentních 
kmenových buněk (PSCs) z prasečí blastocysty se podařilo vytvořit pouze vnesením vektorů 
s OCT4 a KLF4. Přitom vnesení pouze KLF4 nebylo dostatečné pro dosažení stavu 
pluripotence. Vytvořené iES-like buňky pak byly stabilně kultivovány v nediferencovaném 
stavu v 2i/LIF podmínkách. Zároveň byly schopné diferenciace a tvorby teratomů (Telugu 
et al. 2011). Tato studie potvrzuje neschopnost buněk prasečí ICM dostatečně aktivovat geny 
pluripotence  a potřebu jejich zvýšené exprese pro stabilitu stavu pluripotence u prasat.       
 
4.3.2. Prasečí indukované pluripotentní kmenové buňky 
     Vhodnou alternativou k pESCs jsou prasečí iPS buňky (piPSCs), které se podařilo poprvé 
vytvořit před několika lety třem skupinám současně (Esteban et al. 2009, Ezashi et al. 2009, 
Wu et al. 2009). Linie prasečích piPSCs vytvořené retrovirovými nebo lentivirovými vektory 
s kanonickou kombinací TFs OSKM byly kultivovány v podmínkách s bFGF na podpůrných 
buňkách. Kolonie takto vytvořených piPSCs měly plochou morfologii, kterou připomínaly 
lidské ESCs a nízkou klonogenicitu. PiPSCs uvedených tří skupin vykazovaly expresi 
markerů pluripotence a schopnost diferenciace in vitro i in vivo, přesto nejsou zcela 
přeprogramovanými iPS buňkami. Nedošlo u nich k umlčení transgenní exprese vlivem 
nedostatečné aktivace vlastních genů pluripotence a jsou na transgenní expresi závislé. 
PiPSCs vytvořené pomocí chemicky indukovatelných vektorů po odstranění chemické 
indukce diferencovaly (Wu et al. 2009). Problém nedostatečné aktivace genů pluripotence je 
tak společný prasečím ESCs i iPSCs. Jedná se o buňky, které se zastavily v pre-iPS stavu,  
v jejich případě nevedla k účinějšímu přeprogramování buněk než 2i podmínky kultivace.  
     Inhibice H3K4 demetylace Tranylcyprominem zatím nebyla vyzkoušena 
pro přeprogramování prasečích buněk. Jeho potenciál aktivovat transkripci OCT4 by mohl 
pomoci vytvořit piPSCs nezávislé na transgenech. Výhodou těchto malých molekul 
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pro přeprogramování prasečích iPS buněk je, že aktivují přímo endogenní geny pluripotence. 
Mohou tak vést snadněji k úplnému přeprogramování prasečích buněk a k jejich nezávislosti 
na transgenní expresi.  
     Zůstává tu ale možnost, že genetické dispozice většiny plemen prasat nejsou příhodné 
pro dlouhodobou sebeobnovu ve stavu naivní pluripotence bez pomocné exprese transgenů. 
Centrální okruh pluripotence možná není schopen dostatečné aktivace klíčových genů 
pro dlouhodobé udržení stavu pluripotence nezávisle na kultivačních podmínkách. Naivní 
pluripotencí jsem tak u prasečích PSCs nazývala spíše jejich závislost na LIF 
a morfologickou podobnost mESCs než naivní vývojový potenciál. 
 
 
4.3.2.1. Vliv malých molekul na dosažení stavu naivní pluripotence piPSCs 
      Pro dovedení prasečích iPS buněk do stavu naivní pluripotence jsou podle předpokladů 
potřeba podmínky kultivace s malými molekulami, které povedou k otevření struktury 
chromatinu, demetylaci genomu a stabilizaci stavu pluripotence. Z nespecifických aktivátorů 
transkripce byla pro vytvoření piPSCs použita VPA, která vedla ke zvýšení účinnosti 
přeprogramování v podmínkách s bFGF + LIF (Cheng et al. 2012). Vznikly tak ploché 
i vystouplé 3D kolonie. Charakterizované 3D kolonie byly závislé na LIF (zvýšená exprese 
LIFR), a po zablokování JAK ztratily morfologii a snížily expresi genů pluripotence (Cheng 
et al. 2012). Zároveň u několika klonů piPSCs došlo k umlčení transgenní exprese. Tyto linie 
piPSCs byly schopné přispět k tvorbě chimér na úrovni blastocysty, chiméry ale nebyly 
transplantovány náhradním matkám a nebyl testován jejich další vývoj. U jiných linií iPSCs 
se umlčení retrovirových vektorů potvrdit nepodařilo. Malé molekuly obecně zvyšující 
transkripční aktivitu by tedy měly mít zásadní vliv na schopnost piPSCs dosáhnout stavu 
naivní pluripotence nezávislém na transgenní expresi.  
     VPA byla použita i pro vytvoření naivních piPSCs závislých na LIF spolu s 2i kombinací 
inhibitorů (Telugu et al. 2010). Přeprogramované iPS kolonie nedokázaly zpočátku udržet 
morfologii naivních iPS buněk a byl proto po několik dní kultivovány v AZA, který vedl 
ke stabilizaci 3D morfologie kolonií. Tyto kolonie bylo možné pasážovat jako 
jednobuněčnou suspenzi, stejně jako mESC/miPSCs. Bohužel tyto piPSCs vytvořené 
vnesením episomálních vektorů nebyly schopné vektory vyředit a u některých klonů byly 
vektory dokonce integrovány do genomu (Telugu et al. 2010). Schopnost těchto piPSCs 
tvořit chiméry nebyla v publikaci popsána. Další práce vedla při použití 2i(/3i)/LIF 
podmínek kultivace k vytvoření naivních piPSCs se zvýšenou expresí STELLA a REX1, 
markery pluripotence naivních mESCs. Tyto linie ale také nedokázaly umlčet transgenní 
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expresi. Autoři ukazují zvýšenou diferenciaci těchto buněk do zárodečné linie pouze in vitro, 
(Rodriguez et al. 2012). 
     Studie opakovaně potvrzují potenciál 2i(/3i)/LIF inhibičních podmínek indukovat 
v prasečích buňkách spolu s OSKM stav naivní pluripotence. Bohužel ani piPSCs ve stavu 
naivní pluripotence nejsou ve většině případů schopné dostatečně aktivovat geny 
pluripotence a jsou závislé na aktivní transgenní expresi. Podobně při pokusech vytvořit 
stabilní linie pluripotentních buněk z ICM byl úspěšný pouze pokus, kde byly vneseny OCT4 
a KLF4 do buněk ICM (Telugu et al. 2011).  
4.3.2.2. Tvorba chimér z piPSCs 
     Fan et al. (2013) testovali různé linie prasečích iPSCs s ohledem na jejich ve kterém často 
uvízne velká část kolonií během přeprogramování (Silva et al. 2008b). 
      Jako neúplně přeprogramované se ukázaly být i první vytvořené miPSCs (Takahashi 
a Yamanaka 2006). Znaky takových buněk byly mimo morfologické podobnosti s ESCs 
neumlčení virových vektorů a neúplná demetylace, a tudíž nedostatečná aktivace, promotorů 
endogenních Oct4 a Nanog. Důsledkem nedostatečné aktivace genů pluripotence byla mimo 
jiné neschopnost těchto iPSCs tvořit chiméry. První miPSCs vytvořené Takahasim 
a Yamanakou byly selektovány na základě aktivace promotoru genu Fbx15 (gen aktivovaný 
OCT4). Wernig et. al (2007) použili jako selekční znak myších iPS kolonií aktivitu 
promotoru genů Nanog nebo Oct4. Oct4 se ukázal jako spolehlivejší, vyšší procento OCT4+ 
kolonií bylo schopno tvořit chiméry. Potvrdili také, že selekce iPS buněk na základě 
morfologie může vést k selekci kolonií, které ještě nedokončily přechod po stavu 
pluripotence.  Řešením je vytvoření reportérového systému pro monitorování aktivace 
některého z genů pluripotence během přeprogramování u prasat (Huang et al. 2011, 
Nowak-Imialek et al. 2011). 
      Proto je potřeba vyzkoušet potenciál malých molekul, které mají schopnost aktivovat 
konkrétní geny pluripotence. Jednou z nich je RepSox, inhibitor ALK5 receptoru TGF  
rodiny. Důsledkem působení RepSox během přeprogramování lidských iPS buněk byla 
aktivace NANOG, která dokázala nahradit použití SOX2 pro přeprogramování (Maherali 
a Hochedlinger 2009).  Telugu et al. (2010) použili jiný inhibitor ALK5 (A-83-01) spolu s 2i 
a Kenpaullonem (inhibitorem CDK1/cyklinu B) pro vytvoření piPSCs, tato kombinace 
schopnost tvořit chimerická prasata metodou přenosu jádra (somatické, ale v tomto případě 
iPS) buňky do oocytu zbaveného jádra (SCNT, somatic cell nuclear transfer).  
K úspěšné tvorbě chimér na úrovni embryonálního vývoje vedly iPSCs, které před použitím 
pro klonování prošly diferenciací nebo ošetřením inhibitorem HDACs Scriptaid. 
Diferenciace piPSCs vedla ke snížení exprese transgenů pouze u linií piPSCs, pro jejichž 
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vytvoření byly použity chemicky indukovatelné vektory  (Wu et al. 2009). Pouze jedna linie 
piPSCs s chemickou indukcí exprese transgenů vedla k narození šesti chimerických prasat, 
dvou z iPSCs diferencovaných před SCNT, čtyř z iPSCs ošetřených inhibitorem HDACs. 
Všechna prasata do měsíce zemřela, u SCNT je realtivně vysoká mortalita klonovaných 
prasat častá (Kurome et al. 2013). Tato studie potvrzuje, že aktivní transgenní exprese a 
nedostatečná acetylace histonů (otevření chromatinu) jsou faktory negativně ovlivňující 
tvorbu chimér z piPSCs. Chemicky indukovatelné vektory a použití inhibitorů HDACs 
mohou vést ke zvýšení účinnosti tvorby chimér z piPSCs. SCNT ale limituje účinnost 
procesu tvorby životaschopných chimér. 
      V kontrastu s předešlou studií práce West et al. (2010) ukazuje, že je možné z piPSCs 
vytvořit životaschopná chimerická prasata přes aktivní expresi vnesených transgenů. PiPSCs 
byly připraveny vnesením 6 TFs (OSKMNL) na retrovirových vektorech a kultivovány 
v podmínkách s bFGF. Tyto piPSCs dokázaly aktivovat endogenní OCT4, ale transgenní 
exprese zůstala také aktivní. Přesto, že piPSCs nebyly ve stavu naivní pluripotence část 
vytvořených chimér vykazovala chimerismus i v gonádách (5 z 10 testovaných) (West et al. 
2010). To kontrastuje s předpokladem, že naivní iPSCs/ESCs by měly mít lepší schopnost 
tvořit chiméry s vyšší účinností a s přispěním k zárodečné linii. V souvislosti s použitými 
transgeny autoři spekulují, že dostatečně vysoká exprese Nanog by mohl být klíčovým 
faktorem, který vede k vytvoření piPSCs se schopností tvořit chiméry. Přenos chimerismu 
do zárodečné linie v této studii ale nebyl potvrzen. Zvýšení počtu TFs včetně použití 
NANOG může vést k efektivnějšímu přeprogramování piPSCs a může být důvodem vyšší 
účinnosti tvorby chimér. Diferenciace in vitro ale nevedla k umlčení transgenní exprese, 
proto lze předpokládat, že transgeny byly aktivní i během embryonálního vývoje chimér.  
Myší iPSCs izolované na základě aktivace promotoru Nanog byly také schopné tvořit 
chimerické myši na rozdíl od miPSCs selektovaných na základě aktivace promotoru Fbx15 
(Okita at al. 2007, Wernig et al. 2007).  
Velkou roli ale mohou hrát také genetické faktory. Ukázkou jsou odlišnosti v expresi u linií 
piPSCs vytvořených z prasat odlišných plemen. PiPSCs vytvořené West et al. byly negativní 
nebo velmi slabě pozitivní pro oba tyto antigeny SSEA-4 i TRA 1-81, které jsou specifické 
pro lidské ESCs. Autoři před vytvořením chimér kultivovali piPSCs v definovaných 
podmínkách bez podpůrných buněk, které umožnily selektovat správně přeprogramované 
buňky 
          Schopnost ESCs/iPSCs tvořit chiméry je důležitým testem pluripotence per se, který je 
důkazem vytvoření iPSCs ve stavu naivní pluripotence analogických s myšími ESCs, které 
jsou jako jediné schopné robustní tvorby chimér s přenosem do zárodečné linie. V protikladu 
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k tomuto předpokladu se West et al. podařilo vytvořit chiméry s relativně vysokou účinností 
z piPSCs v nakročeném stavu pluripotence. Nebyla ale zhodnocena míra chimerismu 
v zárodečné linii u narozených prasat.  Z praktického hlediska je tvorba chimér s přispěním 
k zárodečné linii důležitá pro vytváření transgenních zvířat pro chov nebo vytváření 
preklinických modelů nemocí pomocí genového knock-outu. Zatím je pro tyto účely 
využívána homologní rekombinace v somatických buňkách v kombinaci se značně 
neúčinnou SCNT. 
       Pro vytváření in vitro modelů nemocí je ale zásadní schopnost pluripotentních buněk 
diferencovat do specifických buněčných typů. PiPSCs které toto kritérium splní, jsou 
dostatečným nástrojem k tomuto účelu. Neumlčená transgenní exprese piPSCs může 
představovat problém i zde (Yu et al. 2007). Řešením mohou být nevirové vektory, které 
mají navíc chemicky regulovatelnou expresi nebo se dají zpětně vystřihnout (Chakraborty 
et al. 2013, Grabundzija et al. 2013, Merling et al. 2013, Woltjen et al. 2009, Yusa et al. 
2009).  
      
4.3.3. Metody vhodné pro přeprogramování prasečích somatických buněk 
     Z hlediska metod vhodných pro vytváření iPS buněk je situace u prasete trochu odlišná 
od situace u myši. Je dána tím, že dosud vytvořené prasečí iPS buňky nebyly schopné 
inaktivovat transgenní expresi z vnesených vektorů a zároveň dostatečně aktivovat vlastní 
geny pluripotence. Jsou na transgenní expresi závislé a vypnutí přepisu z transgenních 
promotorů vede k diferenciaci piPSCs (Wu et al. 2009). PiPSCs se sice podařilo vytvořit 
pomocí episomálních vektorů (Telugu et al. 2010), ale tyto vektory byly u izolovaných 
kolonií integrovány do genomu, což dále potvrzuje závislost piPSCs na přepisu genů 
pluripotence i po přeprogramování do pluripotentního stavu.  
     Proto pro vytvoření piPSC nepřichází v úvahu neintegrativní metody a zatím také nebylo 
publikováno úspěšné vytvoření piPSCs pomocí některé z dalších neintegrativních metod, 
například u myší účinné metody vnesení mRNA s TFs OSKM. Zatím byla ve většině prací 
pro přípravu piPSCs použita retrovirová metoda (Esteban et al. 2009, Ezashi et al. 2009, 
Wu et al. 2009), jedna práce ukazuje použití plasmidových integrativních polycistonních 
vektorů (Montserrat et al. 2011) a jedna skupina použila sleeping beauty transpozony (Kues 
et al. 2013). 
      Vhodným způsobem jak připravit piPSCs, které budou schopné diferenciace 
do specifických linií (neuronů) a budou použitelné pro preklinický výzkum HD, mohou být 
integrativní transpozony s možností vystřižení. Vylepšením této metody by byla možnost 
indukovatelné exprese, která může zajistit regulované umlčení transgenní exprese před 
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diferenciací buněk a zároveň umožní testovat kultivační podmínky, ve kterých budou piPSCs 
schopné aktivovat vlastní geny pluripotence. Takové kultivační podmínky by měly zahrnovat 
právě malé molekuly, jejichž pozitivní účinek na přeprogramování byl ukázán u myších nebo 
lidských buněk. Prasečí somatické buňky se ve většině případů zastavily v pre-iPS stavu 
a nejsou schopné překonat methylační bariéru a aktivovat vlastní geny pluripotence.  
       Posledním důležitým hráčem je u nevirových metod přeprogamování metoda transfekce. 
Viry jsou adaptované pro infekci buněk, a proto je účinnost přenosu vektoru virovými 
metodami vysoká (kolem 80 %). Nevirové vektory musí být do buněk vneseny jinými 
metodami, které často tak účinné nejsou (různé druhy lipidových nebo proteinových 
transfekčních činidel) nebo je jejich účinnost vykoupená vysokou úmrtností buněk 
(elektroporace).  
 
4.3.3.1. MiRNA a indukovatelná exprese 
     Je známo několik skupin miRNA, které hrají roli v pluripotenci ESCs a v procesu 
přeprogramování (Li et al. 2011a, Liao et al. 2011). Jednou ze skupin takových miRNA je 
miRNA klastr 302/367, který je specificky exprimován v ESCs a byl několika skupinami 
použit pro přeprogramování lidských nebo myších buněk (Anokye-Danso et al. 2011, 
Kuo et al. 2012). Skupina miRNA 302/367 má pozitivní vliv na průběh MET, průběh 
buněčného cyklu a aktivaci genů pluripotence (Lee et al. 2012, Liao et al. 2011, 
Subramanyam et al. 2011) 
     Pokud jsou do buněk za účelem přeprogramování vneseny samotné miRNA, není 
účinnost přeprogramování příliš vysoká (Miyoshi et al. 2011). Pokud jsou ale vneseny geny 
pro miRNA na virovém nebo jiném vektoru, může být přeprogramování účinnější než 
při použití OSKM. Výhodou miRNA pro přeprogramování je, že představují nižší riziko 
nádorové transformace iPSCs (Kelley a Lin 2012, Lin et al. 2010). Aby přeprogramování 
proběhlo úspěšně, musí být hladina miRNA přísně regulována. Příliš nízká hladina nevede 
k přeprogramování buněk, příliš vysoká hladina by mohla vést k jejich senescenci. Proto je 
vhodné v kombinaci s tímto přístupem pro přeprogramování použít vektor s chemicky 
indukovatelnou expresí, který takovou regulaci hladiny exprese umožní.  
     Jednou z možností indukovatelné exprese jsou vektory řízené Cumate. Vektor nesoucí 
Cumate operon má v klidovém stavu bez přítomnosti Cumate navázaný represor. Pokud je 
do média přidán Cumate v dostatečné koncentraci, naváže se na represor, který tak ztratí 
afinitu k operátoru. Cumate je planární (heterocyklická) molekula analogická hormonům 
a proniká přes buněčnou membránu přímo do jádra (Mullick et al. 2006).    Další výhodou 
tohoto systému je možnost expresi úplně vypnout po přeprogramování buněk do stavu 
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pluripotence a testovat jejich závislost na transgenní expresi v různých kultivačních 
podmínkách.  
 
4.3.3.2. PiggyBac transpozice 
     Vektory fungující na principu PiggyBac (PB) transpozice jsou dnes běžně používány pro 
transgenezi savčích buněk. Mohou do nich být vneseny transfekcí ve formě plasmidové 
DNA. Spolu s integrativními PB plasmidy jsou do buněk vneseny episomální plasmidy 
kodující PB transpozázu, která specificky rozpoznává TTAA sekvenci v koncových 
invertovaných repeticích PB transpozonu, a systémem „cut and paste“ (vystřihnout a vložit) 
začlení transpozon do genomu cílové buňky (obrázek 9). Transpozáza je časem vyředěna, 
takže PB transpozon zůstane s určitou pravděpodobností do genomu trvale začleněn. 
Výhodou těchto transpozonů je, že mohou nést delší sekvence než retrovirové nebo 
lentivirové vektory. Schopnost transpozice PB transpozonu neklesá, ani pokud vložená 
sekvence dosahuje délky 14,3 Kb (Li et al. 2011b).  
     Zásadní pro účinnost transpozice je poměr expresního vektoru a transpozázy. Množství 
expresního vektoru musí být alespoň dvakrát vyšší než množství transpozázy aby účinnost 
transpozice nebyla snížena (Wu et al. 2006). PiggyBac transpozony zajišťují stabilní 
a dlouhodobou expresi, která je důležitá pro přeprogramování somatických buněk do iPSCs. 
Výhodou pro vytváření iPSCs pomocí PB transpozonů je možnost jejich opětovného 
vystřižení z genomu. Opětovným vnesením PB transpozázy do buněk je možné PB 
transpozony odstranit bez zanechání stopy (Wu et al. 2006). PiggyBac vektory již byly 
úspěšně použity pro přípavu lidských a myších iPSCs (Woltjen et al. 2009, Yusa et al. 2009) 






Obrázek 9: Obrázek zjednodušeně znázorňuje mechamismus začlenění PB kazety 




4.3.3.3. Nukleofekce  
     Nukleofekce je metodou založenou na elektroporaci. Díky jejímu vylepšení se vektory 
dostanou přímo do jádra buňky a mohou být ihned exprimovány. Nukleofekce tak odstaňuje 
bariéru, kterou je pro vektory jaderná membrána a včlenění vektoru do genomu buňky může 
proběhnout bez rozdělení buňky. Zároveň přímé vnesení vektoru do jádra vede k dřívějšímu 
zahájení exprese. 
     Použití virových vektorů vyvolává v buňkách protivirovou imunitní reakci. Tato reakce 
zahrnuje aktivaci tvorby volných radikálů, oxidativní poškození DNA, aktivaci 
proapoptotického p53 a k následné zvýšené senescenci nebo apoptoze buněk. Tento jev je 
časnou bariérou v procesu přeprogramování, která může jeho účinnost snižovat, přes 
vysokou účinnost infekce buněk virovými vektory. U nukleofekce nebyla takováto imunitní 
reakce zaznamenána (Mah et al. 2011). Je ale třeba zmínit, že elektrický puls, který je 
podstatou nukleofekce může způsobovat zlomy v DNA, přesto že není publikace, která by 
takové negativní efekty nukleofekce popisovala. 
     Nukleofekce je velmi vhodná pro obtížně transfekovatelné typy buněk, včetně terminálně 
diferencovaných neuronů. Metoda nukleofekce má předdefinovaný profil elektrického pulsu 
v kombinaci s vhodným nukleofekčním činidlem pro většinu typů buněk, pro některé 
buněčné typy byly protokoly dále optimalizovány, včetně námi používaných nervových 
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kmenových buňněk (Bertram et al. 2011). Nukleofekce již byla úspěšně použita pro vnesení 
episomálních vektorů a přeprogramování prasečích embryonálních fibroblastů (Telugu et al. 
2010). 
 
4.4. Huntingtonova choroba 
     Huntingtonova choroba (HD) je neurodegenerativní onemocnění způsobené 
prodloužením CAG repetice (kódující polyglutamin) v exonu 1 genu IT15 (HTT) kodujícího 
protein huntingtin. Gen IT15 se nachází na krátkém raménku chromosomu 4. HD je děděna 
autozomálně dominantním způsobem a je v současné době neléčitelnou nemocí. HD 
propukne vždy, pokud má CAG repetice 40 a více opakování. Nemoc má dlouhou latentní 
fázi a objevuje se zpravidla v pozdějším věku, běžně mezi 35. a 50. rokem života. S rostoucí 
délkou zděděné CAG repetice se snižuje věk prvních klinických projevů nemoci. Od prvních 
klinických příznaků se doba dožití pohybuje mezi 10 – 15 lety (Zuccato et al. 2010). 
Přes velký pokrok v poznání mechanismů patogeneze HD a ve vývoji možných léčiv není 
v současné době pacientům dostupná léčba, která by dokázala zpomalit průběh nemoci 
(Clabough 2013). K dispozici mají pacienti pouze léky zmírňující některé z projevů nemoci.  
     Nejčastějšími projevy HD jsou poruchy motoriky bradykinesia (Berardelli et al. 2001), 
dystonia (Becker et al. 2007), nekontrolované mimovolní pohyby, známé jako chorea, změny 
osobnosti, deprese a demence. Obecně lze průběh nemoci zjednodušit na postupné fyzické 
a psychické chátrání organismu. To je způsobené v časných fázích odumíráním projekčních 
neuronů striata (obrázek 10), které jsou nejcitlivější k mHtt. Následuje degenerace neuronů 
v dalších oblastech kortexu a atrofie postižených oblastí mozku [shrnuto v (Gil a Rego 2008, 
Zuccato et al. 2010)]. 
         Huntingtin je přepisován ve všech tkáních, nejen v nervových, které jsou nemocí 
nejvíce postiženy (jsou popsány 2 formy HTT, které se liší výskytem v různých tkáních). 
HTT interaguje s mnoha jinými proteiny a na buněčné úrovni hraje roli v metabolismu, 
apoptoze, dynamice mitochondrií, v axonálním transportu, autofagii a dalších procesech. HD 
je na buněčné úrovni způsobena získanou funkcí mutovaného huntingtinu (zvýšenou afinitou 
k interakčním partnerům, interakcí s jinými proteiny) i ztrátou funkce normálního 
huntingtinu (snížením množství wtHTT). Jedním z typických projevů choroby 
na histologické úrovni je tvorba shluků (agregátů) mHTT do kterých je začleněn i wtHTT 
a další proteiny. Shluky jsou tvořeny v cytoplazmě i v jádře. Odštěpená N-koncová část HTT 
obsahující polyglutaminový trakt má zvýšenou tendenci tvořit shluky. Tato část HTT 
proteinu je považována za hlavního nositele patogeneze [shrnuto v (Cattaneo et al. 2001, 





Obrázek 10: Striatum je součástí bazálních ganglií, oblati šedé hmoty uvnitř hemisfér 
koncového mozku. Striatum se skládá z nuclei caudati a putamen, někdy je za součást striata 
považován i globus pallidus. Striatum se podílí na kontrole pohybu ale i exekutivních funkcí 
(Kreitzer a Malenka 2008). Obrázek je převzat z http://en.wikipedia.org/wiki/Striatum. 
 
4.4.1. Preklinické modely Huntingtonovy choroby 
     Huntingtonova choroba, která je onemocněním s komplexním psychiatrickými projevy, 
dlouhou latentní fází a pomalým postupem nemoci, vyžaduje pro preklinickou fázi výzkumu 
zvířecí model, který bude mít dostatečnou délku života, podobnou architekturu mozku 
(gyrencefalický mozek) a fyziologii jako člověk. Takovými modely mohou být větší savci 
vhodní pro chov nebo nám nejpodobnější primáti (Yang et al. 2010, Yang a Chan 2011).  
Velké zvířecí modely jsou pro svou nákladnost vhodné až v konečné fázi výzkumu nemoci, 
pro ověření poznatků z hlodavčích modelů a nesavčích modelů. Zásadní jsou zejména 
pro testování účinnosti a toxicity možných léčiv a pro vyzkoušení operačních 
a zobrazovacích metod nebo léčebných technik typu buněčné terapie (Aigner et al. 2010,  Li 
a Li 2012, Matsunari a Nagashima 2009).  
       Výhodou HD pro vytváření modelů nemoci je, že má definovanou genetickou příčinu 
na rozdíl od jiných neurodegenerativních onemocnění (Alzheimerova choroba, Parkinsonova 
choroba), kde jsou genetické dispozice kombinované s vlivy prostředí. Díky tomu je možné 
vytvářet spolehlivé transgenní modely HD, které umožňují sledování patogeneze i symptomů 
a testování prostředků symptomatické i kauzální léčby nemoci. 
        Dosud se podařilo vytvořit primátí (Macaca Mulatta) (Yang et al. 2008) a ovčí (Ovis 
Aries L.) (Jacobsen et al. 2010) model HD. Nejvhodnějším preklinickým modelem HD se ale 
zdá být prase (Sus Scrofa). Bohužel, u dříve vytvořeného transgenního prasečího modelu HD 
se vyskytovala vysoká postnatální úmrtnost (Yang et al. 2010). Chov prasete je méně 
náročný než chov primátů, prase má přiměřenou velikost vrhu a není na rozdíl od primátů 
eticky problematickým druhem, protože je tradičně chován pro maso (v Evropě je navíc 
velmi přísná legislativa kotrolující pokusy na primátech). Velikost prasete, jeho fyziologie, 
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anatomie mozku i délka života z možných modelů nejvíce odpovídají člověku (Aigner et al. 
2010, Matsunari a Nagashima 2009). Miniprase je díky své nižší váze člověku velikostí ještě 
blíže a jeho výhodou je kromě snížených nákladů na chov i možnost použití humánního 
lékařského vybavení (CT, PET) pro jeho vyšetření. Přestože prase patří mezi sudokopytníky 
(Artiodactyla), kteří jsou člověku evolučně vzdálenější než hlodavci (Rodentia), na úrovni 
proteinové exprese má prase k člověku blíže než myš (Wernersson et al. 2005). Také délka 
CAG repetice wtHTT miniprasete (17-18) (Matsuyama et al. 2000) se pohybuje v rozmezí 
vyskytujícího se u člověka.  
       Naše laboratoř použila pro vytvoření transgenního modelu HD Liběchovské miniprase, 
které je velikostí velmi podobné člověku (Baxa et al. 2013). Modelová transgenní prasata 
nesou lentivirový konstrukt s exonem 1 HTT genu se 124 CAG repeticemi pod kontrolou 
lidského HTT promotoru (obrázek 11). Liběchovský model HD již ukazuje první známky 
změn fenotypu. U kanců bylo od 13. měsíce pozorováno snížené množství spermií a zhoršení 
schopnosti penetrace spermií do oocytu. Další známkou začínajících projevů nemoci je 




Obrázek 11: Sekvence zaklonovaná do lentivirového vektoru použitá pro vytvoření 
transgenního modelu HD. Exon 1 HTT se 124 CAG repeticemi za lidským HTT promotorem 
a WPRE sekvence (Woodchuck Hepatitis Virus Posttranscriptional Regulatory Element) 
zvyšující expresi transgenu (Zufferey et al. 1999). Délky sekvencí jsou orientační. Upraveno 
podle Baxa et al. (2013). 
 
4.4.2. IPSCs pro modelování neurodegenerativních chorob 
Pro modelování neurodegenerativních nemocí, včetně Huntingtonivy choroby, se stal velmi 
vítaným objev indukovaných pluripotentních kmenových buněk (Takahashi a Yamanaka 
2006) a jeho aplikace na lidské buňky (Yu et al. 2007). Pro nemoci jako Alzheimerova 
choroba a Parkinsonova choroba jsou iPS buňky jako nástroj pro modelování nemoci o to 
důležitější, že kvůli komplexním a individuálně se lišícím příčinám těchto chorob nelze 
vytvořit autentický zvířecí model nemoci, který by věrohodně postihoval její patogenezi 
i příznaky zároveň, a umožnil testovat vhodné léky zpomalující průběh nemoci. IPSCs jsou 
možností, jak vytvořit in vitro model nemoci, který je geneticky shodný s konkrétním 
pacientem a může sloužit jako neomezený zdroj jeho buněk pro modelování patogeneze 
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a testování léčiv se zohledněním individuální variability mezi pacienty (Byers et al. 2012, 
Wojda a Kuznicki 2013). To samozřejmě platí i pro HD, kde je ale variabilita mezi pacienty 
mnohem menší. Navíc, neurony, které jsou postižené u těchto nemocí, jsou špatně přístupné 
pro odběr z pacienta a není možné je v kultuře namnožit. IPSCs vytvořené z kožních 
fibroblastů pacienta mohou naopak být nelimitovaným zdrojem pro diferenciaci nervových 
prekurzorů a různých typů neuronů pro studium mechanicmů patogeneze nemoci na buněčné 
úrovni a testování účinnosti a toxicity léků (Gunaseeli et al. 2010, Onder a Daley 2012).  
        U HD, kde je příčinou již známá mutace v jednom genu, je možná i oprava defektu 
na buněčné úrovni homologní rekombinací, diferenciace opravených buněk a jejich 
transplantace pacientovi. Aplikace buněčné terapie neurodegenerativních onemocnění 
se zatím z většiny testují na zvířěcích modelech (An et al. 2012, Hanna et al. 2007, Wernig 
et al. 2008b). Zde se tedy tyto dva rozdílné přístupy k modelování Huntingtonovy choroby 
setkávají. Výhodou terapie autologními buňkami je možnost přijetí transplantátu 
bez imunitní reakce organismu a nutnosti imunosuprese pacienta (Araki et al. 2013, Guha 
et al. 2013, Thanasegaran et al. 2013). Imunitní reakce byla dlouhou dobu problémem této 
metody terapie, i přes genetickou identitu transplantátu (Kaneko a Yamanaka 2013). 
      Dosud byl vytvořen velký počet linií iPSCs z buněk pacientů s HD a byl potvrzen 
fenotyp HD na neuronech diferencovaných z těchto iPSCs (Camnasio et al. 2012, HD iPSC 
Consortium 2012). Fenotyp pozorovaný u HD-iPS buněk zahrnuje zvýšenou lysosomální 
aktivitu (Camnasio et al. 2012), celkové změny metabolismu , zvýšená citlivost k apoptoze 
buněk během diferenciace a u diferencovaných striatálních neuronů po odebrání BDNF nebo 
zvýšená citlivost k vysokým koncentracím glutamátu. Naopak nebyly zaznamenány inkluze 
proteinů v neuronech (HD iPSC Consortium 2012). Navíc nebyl zaznamenán negativní vliv 
mHTT na účinnost přeprogramování buněk pacientů (Camnasio et al. 2012), což je případ 
u jiných nemocí, které mají vliv na poškození DNA a apoptozu  (Müller et al. 2012). 
To potvrzuje vhodnost iPS buněk pro modelování HD. 
     Limitací iPSCs pro modelování nemocí mohou být genetické mutace vnesené vektory 
použitými pro přeprogramování a somatické mutace vzniklé během něj (Gore et al. 2011). 
IPSCS také vykazují rozdíly v epigenetických modifikacích ukazujících na původní buněčný 
typ (Kim et al. 2010). Neúplné přeprogramování epigenomu může mít vliv na schopnost 
iPSCs diferencovat do konkrétních buněčných linií. Celkově různé typy mutací vytváří 
heterogenitu mezi jednotlivými liniemi a mohou mít vliv na fenotypové projevy nemoci 
in vitro u iPSCs nebo z nich diferencovaných buněk. V případě epigenetických modifikací 
(Polo et al. 2010) a mutacích v počtu kopií genů (CNV, copy number variation) se mohou 





Cíle diplomové práce 
 
1) Zhodnotit funkčnost a účinnost metod transfekce a transpozice pro přeprogramování 
pNSCs a PEFs.  
 
 2) Vytvořit linie piPSCs nesoucí mutovaný huntingtin nevirovou metodou PiggyBac 
transpozice.  
 
3) Otestovat vliv kultivačních podmínek v kombinaci s transripčními faktory použitými 
pro přeprogramování na její účinnost a stabilitu morfologie vytvořených piPSCs. 
 
 4) Potvrdit alespoň některé znaky pluripotence piPSCs a jejich potenciál pro in vitro 
modelování HD. 






5. Materiál a metody 
 
5.1. Seznam přístrojů 
 
CCD camera Sensicam (PCO) 
Centrifuga Avanti J-26 XPI (Beckman Coulter) 
Centrifuga Hettich universal 320R (Hettich zentrifugen) 
Centrifuga M-24A (Boeco) 
Elektrický zdroj elektroforézy EV231 (Consort) 
Elektroporátor CelljectPro (Thermo Scientific) 
Gel Logic 200, přístroj pro focení gelů (Kodak) 
Inkubátor MO-01 (Major Science) 
Incucyte, monitorovací systém pro buněčné kultury (EssenBioscience) 
Invertovaný fluorescenční mikroskop IX70 (Olympus) 
Laboratorní váhy (Kern) 
Laminární box typ EF/S 4 (CleanAir techniek B.V.) 
Midi jednotka pro hozizontální elektroforézu (Sigma-Aldrich) 
Mini centrifuga Z 100 M (Hermle) 
MS 1 minishaker (IKA) 
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies) 
O2/CO2 inkubátor MCO-175M (Sanyo) 
Professional Trio Thermocycler (Biometra) 
Vakuová pumpa N86-KN18 (KNF Laboport) 
Vi-cell XR, přístroj k počítání buněk (Beckman Coulter) 
Vodní lázeň SWB-10L-2 (Major Science) 







5.2.1. Kultivace bakterií 
 
Tekuté LB médium 
2g Trypton (Fluka), 1 g Kvasinkový extrakt (Fluka), 2 g NaCl (Sigma), destilovaná voda 
přidaná do objemu 200 ml. 
Pevné LB médium 
Do tekutého LB média přidáno 3 g Agaru (Sigma)/200 ml.  
Oba typy LB média jsou autoklávovány (121⁰C, 3h). Po zchladnutí LB média pod 50⁰C  
do něj bzlo sterilně přidáno 1 l/ml Ampicilinu.  
Ampicilin 
Zásobní roztok 100 mg/ml v dH2O. 
 
5.2.2. Kultivace savčích buněk 
 
Kultivační médium pro prasečí embryonální fibroblasty (PEF médium) 
500 ml DMEM + Glutamax (Life technologies), 10 % FBS (PAA), 1 % NEAA (Life 
technologies), 0,1 % 50 M Gentamicin (Life technologies). 
PEF transfekční médium (PEFt) 
DMEM+Glutamax, 1 % NEAA 
70% FBS médium  
70 % FBS, 30 % základního NSC/PEF média, před použitím vychlazeno v lednici. 
20% DMSO médium 




Základní NSC médium 
400 ml DME-F12/HEPES (Sigma-Aldrich), 1,25 % 200 mM Ala-Glu (Sigma-Aldrich), 
0,1 mg/ml Heparin (Sigma-Aldrich). 
NSC-FBS médium 
44 ml základního NSC média, 10 % FBS (PAA), 2 % B27 suplementu bez vitaminu A (Life 
technologies). 
NSC-KSR médium 
44 ml základního NSC média, 10 % KSR (Life technologies), 2 % B27 suplementu 
bez vitaminu A (Life technologies) 
NSC transfekční médium (NSCt) 
DME-F12/HEPES (Sigma-Aldrich), 2 % B27 suplementu bez vitaminu A (Life 
technologies), 1,25 % Heparin (Sigma-Aldrich), 1 % Ala-Glu (Life Technologies) 
Základní IPS médium 
400 ml KO-DMEM (Life technologies), 20 % KSR (Life technologies), 1 % NEAA (Life 
technologies), 1 % Ala-Glu (Sigma-Aldrich), 0,1 % BME (Life technologies).  
 
IPS-LIF médium 
Základní IPS médium, 1 l/ml LIF (lidský rekombinantní, Life technologies) 
 
IPS-INH médium 
IPS-LIF médium, CHIR99021 (CT99021), RepSox (E-616452), Tranylcypromin, 
5-Azacytidin  a kyselina valproová (1 l/ml média každé ze sloučenin). 
 
IPS-PD médium 






Malé molekuly používané pro přeprogramování primárních buněk a kultivaci IPS 
buněk 







médium 500 M 1000x 
CHIR99021  
Axon 
Medchem DMSO 3 mM 1000x 
kyselina 
valproová Sigma-Aldrich dH2O 5 mM 1000x 
PD0325901 
Axon 
Medchem DMSO 5mM 5000x 
RepSox Sigma-Aldrich DMSO 5 mM 1000x 
Tranylcypromine Sigma-Aldrich DMSO 5 mM 1000x 
 
Všechny uvedené zásobní roztoky skladovány v -30⁰C. 
 
bFGF (Preprotech) 
Zásobní roztok 10 ng/ l v základním NSC médiu. Alikvoty jsou skladovány v -30⁰C. 
Do kultivace NSCs je přidáváno 2 l/ml média bFGF. 
EGF (Sigma-Aldrich) 
Zásobní roztok 20 ng/ l v 10 mM kyselině octové s 0.1% BSA. Roztok kyseliny octové 
s BSA byl přefiltrován přes 0,22 m filtr (Milipore) před rozpuštěním EGF. Alikvoty jsou 
skladovány v -80⁰C. Do kultivace bylo přidáváno 2 l/ml média. 
Gelatin (Želatina) 
1g prášku gelatinu (Sigma) rozpuštěn v 1 l dH2O. Roztok je autoklávován (121⁰C, 3h). 
Heparin (Sigma-Aldrich) 




Krystalický mitomicin C (ze Streptomyces caespitosus, Sigma-Aldrich) byl naředěn 









0,5g práškového trypsinu (Sigma), 0,2 g Na4EDTA, 0,795 g NaCl, 0,04 g KCl, 0,1 g 
glukóza, 0,035 g NaHCO3 v 100 ml dH2O. Přefiltrováno přes 0,22 m filtr (Millipore). 
Skladováno v -30⁰C. 
 
5.2.3. Kalciumfosfátová transfekce 
 
Chlorid vápenatý (2M CaCl2) 
10,8 g CaCl2.6H2O rozpuštěno ve 20 ml dH2O, přefiltrováno přes 0,22 m filtr (Corning). 
Alikvoty skladovány v -20⁰C. 
2x HBS pufr 
1,6 g NaCl, 74 mg KCl, 27 mg Na2HPO4.2H2O, 0,2 g glukosy, 1 g HEPES byl rozpuštěn 
v 90 ml dH2O. PH bylo upraveno na 7,05 a objem doplněn do 100 ml. Alikvoty byly 
přefiltrovány přes 0,22 m filtr (Corning) a skladovány v -20 ⁰C. 
 
5.2.4. Detekce aktivity alkalické fosfatázy 
 
Fixační roztok 
10 ml roztoku Citrátu (součást kitu, Sigma-Aldrich), 26 ml Acetonu, 3,2ml 37% 
formaldehydu. 
Barvící roztok 
0,2 ml nitrátu sodného a 0,2 ml FRV bylo smícháno v 15ml zkumavce. Roztok byl 
inkubován 2 min při pokojové teplotě a poté naředěn 10 ml dH2O. Bylo přidáno 0,2 ml 




5.2.5. Izolace plasmidové DNA 
 
TAE pufr (na agarosovou elektroforézu, ověření integrity pDNA) 
9,68 g TRIS (Serva), 2,28 g kyselina octová, 4 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0), (Sigma-Aldrich) 
naředěny v 1 l dH2O. 
TE pufr (pro ředění pDNA) 
1 ml 1M TRIS (pH 7,5) (Serva) a 200 l 0,5M EDTA (pH 8) (Sigma-Alrich) naředěny 




pPB-CAG.OSKM-puDtk, 13 295 bp (A) 
Integrativní vektor typu PiggyBac pro expresi v savčích buňkách. Vektor kóduje polypeptid 
Oct4-Sox2-Klf4-c-Myc propojený samoštěpícími 2A peptidy. 
pPB-CAG.OSKML-puDtk, 13994 bp (B) 
Integrativní vektor typu PiggyBac pro expresi v savčích buňkách. Kóduje Oct4-Sox2-Klf4-
c-Myc-Lin28 polypeptid propojený samoštěpícími 2A peptidy. 
pPB-UbC-EGFP-neo, 7590 bp (C) 
Integrativní vektor PiggyBac typu pro expresi v savčích buňkách. Kóduje EGFP. 
pCMV-hyPBase, 6354 bp (D) 
Episomální (neintegrativní) vektor pro expresi v savčích buňkách. Kóduje PiggyBac 
specifickou transpozázu. 
Tyto vektory byly získány od Dr. Kosuke Yusa z Welcome Trust Sanger Institutu, UK (Yusa 





PiggyBac-Cuo-miR-302/367-IRES-GFP-EF1-CymR-Puro (Biocat Gmbh), 10 450 bp (E) 
Integrativní vektor PiggyBac typu pro expresi v savčích buňkách s chemicky indukovatelnou 
expresí integrative miRNA klastru 302/367. 
pMaxGFP, 4700 bp (F) 
Epizomální vektor pro expresi v savčích buňkách. Kóduje EGFP. Vektor byl součástí kitu P3 










































5.3.1. Izolace primárních buněk 
PEFs a NSCs byly izolovány z 40denních fétů F2 generace Liběchovských miniprasat.  
     Pro izolaci NSCs byly použity obě hemisféry mozku. Mozková tkáň byla nastříhána 
na kousky v PBS a několikrát propipetována. Pro oddělení buněčné suspenze od zbytků 
nehomogenizované tkáně byla použita 70 m sítka (BD falcon). Buněčná suspenze byla 
centrifugována při 300g 5 min a resuspendována v NSC-FBS médiu zahřátém na 37 ⁰C. 
     PEFs byly izolovány z těla fétu po odstranění vnitřních orgánů. Tkáň byla nastříhána 
na malé kousky v PBS. Po sedimentaci tkáně bylo PBS odpipetováno a tkáň byla ponechána 
5 min při 37 ⁰C v trypsinu a suspenze byla během působení trypsinu několikrát promíchána. 
Pro zastavení reakce bylo přidáno studené FBS v poměru 1:1. Sedimentací větších kousků 
tkáně byla oddělena buněčná suspenze, která byla centrifugována 5 min při 300 g. PEFs byly 
poté resuspendovány v PEF médiu zahřátém na 37 ⁰C.  
Oba typy buněk byly vysety na kultivační misky. Po namnožení byly NSCs i PEFs 
zamrazeny ve 2. pasáži standardním způsobem v tekutém dusíku. 
 
5.3.2. Kultivace buněk 
Primární buňky byly kultivovány při 37 ⁰C v atmosféře s 5 % CO2 a 95 % atmosférického 
vzduchu. Primární buňky v procesu přeprogramování a IPS buňky byly kultivovány 
při 37 ⁰C v atmosféře s 5 % CO2, 7 % O2 a 88 % N2.  
 
5.3.2.1. Prasečí embryonální nervové kmenové buňky (NSCs) 
NSCs byly kultivovány v kultivačních flaškách potažených fibronectinem (koncentrace 
5 g/ml média). Rozmrazené nebo pasážované buňky byly vysety na flašku v NSC-FBS 
médiu s EGF a bFGF (oba růstové faktory 2 l/ml média), ve kterém se během 8h přichytily. 
Po 8h bylo médium vyměněno za NSC-KSR s přidaným EGF, bFGF a LIF (1 l/ml média, 
Sigma-Aldrich). Následně byla každý druhý den vyměněna polovina média a celá dávka 
růstových faktorů (EGF, bFGF a LIF).  
 
5.3.2.2. Prasečí embryonální fibroblasty (PEFs) 
PEFs byly kultivovány v PEF médiu. Kultivační flašky byly potaženy gelatinem (viz 5.2.2.) 




5.3.2.3. SNL myší fibroblasty (podpůrné buňky) 
SNL je imortalizovaná linie myších STO fibroblastů s geny pro myší LIF a neomycinovou 
rezistenci. SNL fibroblasty byly kultivovány stejným způsobem jako PEFs (viz 5.3.2.2.). 
Pro podporu kultivace iPS buněk byly používány inaktivované (nedělící se) SNL fibroblasty 
(viz 5.3.6.). SNL fibroblasty jsme získali od kolegů z Roslin Institutu ve Skotsku. 
 
5.3.2.4. Prasečí indukované pluripotentní kmenové buňky (piPSCs) 
PiPSCs byly kultivovány na vrstvě podpůrných SNL buněk vysetých den předem. PiPSCs 
byly kultivovány v IPS médiu s LIF a dalšími malými molekulami (viz. 5.2.2.) Polovina 
média byla vyměněna každý druhý den, nebo podle potřeby. 
 
5.3.3. Pasážování buněk 
     Buňky byly pasážovány při konfluenci okolo 80 %. SNL byly pasážovány stejným 
způsobem jako PEFs. PEFs byly nejdříve opláchnuty PBS zahřátým na 37 ⁰C. NSCs nebyly 
před pasáží opláchnuty v PBS. Následující kroky jsou společné pro oba typy buněk. 
Po odsátí média nebo PBS z flašky byl do ní přidán trypsin (1 ml/75 cm
2
). Po opláchnutí 
buněk trypsinem byl opět odsán a buňky se zbylým trypsinem byly inkubovány 2-3 min 
v termostatu. Disociace buněk z povrchu flašky (zakulacení) byla zkontrolována 
pod světelným mikroskopem. Reakce trypsinu byla zastavena studeným PEF/NSC-FBS 
médiem. Buněčná suspenze byla přemístěna do plastové 15ml zkumavky a centrifugována 
při 250 g 3 min. Po centrifugaci bylo médium téměř až na peletu odsáto a buňky byly 
resuspendovány v 10 ml předehřátého PEF/NSC-FBS média. Počet buněk byl stanoven 
pomocí přístroje Vi-cell. Požadované množství buněk bylo vyseto na novou, gelatinem 
(PEFs) nebo fibronectinem (NSCs) potaženou flašku. Gelatin byl z flašky odsát a bylo 
přidáno čerstvé předehřáté PEF médium. Do něj bylo přidáno určené množství buněčné 
suspenze PEFs. Suspenze NSCs byla přidána přímo do flašky potažené fibronectinem 
v NSC-FBS médiu. 
     IPSCs byly pasážovány mechanicky. Kolonie byly pasážovány pomocí mechanického 
válečku (Stem cells tool, Life technologies) na 6ti jamkových destičkách nebo pomocí 
špičky na 12, 24, 48 nebo 96jamkových destičkách. Nejvhodnější moment pro pasáž je 
před tím, než kolonie začnou splývat, ale pokrývají již 70 – 80 % povrchu jamky. 3 h 
před pasáží bylo buňkám vyměněno médium. Těsně před pasáží byla buňkám odebrána 
polovina média. Kolonie byly ve zbytku média nakrájeny válečkem nebo špičkou pipety 
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na malé kousky. Vzniklé shluky buněk byly z povrchu jamky spláchnuty. IPS buňky byly 
rozděleny v poměru 1:3 na nové jamky s předkultivovanými podpůrnými buňkami a IPS 
médiem s LIF, případně dalšími malými molekulami. Celé IPS médium bylo vyměněno 
druhý den po pasáži. 
 
5.3.4. Zamrazování buněk 
     Buňky byly před zamrazením pasážovány standardním způsobem (viz 5.3.4.), 
resuspendovány v příslušném předehřátém médiu a spočítány. Poté byla buněčná suspenze 
zcentrifugována při 250 g 3 min. Médium bylo z pelety odsáto a buňky byly resuspendovány 
ve studeném 70% FBS médiu (viz 5.2.2.) na koncentraci 3 - 6x10
6
/ml. Poté bylo přidáno 
studené 20% DMSO médium (viz 5.2.2.) v poměru 1:1. 20% DMSO médium bylo přidáváno 
postupně po kapkách a buněčná suspenze byla stále míchána. 1 ml vzniklé suspenze byl 
potom přesunut do zamrazovací vialky (Corning) o objemu 1,8 ml. Dobře uzavřené vialky 
byly přesunuty do izopropanolového bločku a ten umístěn do – 80 ⁰C do dalšího dne. 
Následující den byly vialky přesunuty do kontejneru s tekutým dusíkem. SNL fibroblasty 
byly zamrazovány stejným způsobem jako PEFs. 
     IPS buňky byly zamrazovány po standardní mechanické pasáži v IPS médiu smíchaném 
s 20% DMSO médiem v poměru 1:1. Buňky z jedné jamky šestijamkové destičky byly 
obvykle rozděleny do dvou zamrazovacích vialek. Menší jamky byly zamrazovány 
do 1 vialky. Zpasážované shluky iPS buněk byly přeneseny do 50ml plastové zkumavky. 
Za stálého míchání bylo do suspenze pomalu nakapáno 20% DMSO médium. Suspenze byla 
rozdělena do 1,8ml zamrazovacích vialek (Corning) po 1 ml. Vialk byly nejdříve přeneseny 
v izopropanolovém bločku do -80⁰C, další den byly přemístěny do tekutého dusíku. 
 
5.3.5. Inaktivace SNL fibroblastů 
     SNL fibroblasty byly inaktivovány působením gamma záření nebo mitomicinu C. SNL 
fibroblasty byly nejdříve rozkultivovány na několik 150 cm
2
 nebo 300 cm
2
 flašek. Buňky 
byly inaktivovány v 80% konfluenci. Při inaktivaci mitomicinem C byly buňky inkubovány 
v PEF médiu s 11 -12 g/ml mitomicinu C (inaktivační médium) 3 h. Poté bylo inaktivační 
médium odpipetováno a buňky byly 3x opláchnuty v předehřátém PBS. Opláchnuté buňky 
byly zpasážovány standardním způsobem, spočítány a zamrazeny v alikvotech po 2 – 4x10
6
. 
     Před ozářením byly SNL fibroblasty zpasážovány standardním způsobem 
a resuspendovány v 50ml plastové zkumavce. Tato buněčná suspenze byla ozářena gamma 
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zářením, dávkou 96 Gray. Buňky byly spočítány a zamrazeny standardním způsobem 




5.3.6. Příprava plasmidové DNA 
 
5.3.6.1. Elektroporace elektrokompetentních bakterií 
     Pro elektroporaci byly použity elektrokompetentní bakterie E. Coli kmen DH5  (Life 
technologies). Zotavovací SOC médium (Life technologies) bylo vytemperováno 
na pokojovou teplotu. Elektroporátor byl nastaven na program A (2500V, 25mF). Alikvot 
elektrokompetntních bakterií byl rozmrazen a naředěn v poměru 1:1 80% glycerolem. 1 l 
plasmidové DNA rozpuštěné v TE pufru byl napipetován do bakteriální suspenze. Poté byla 
tato suspenze přesunuta do předchlazené elektroporační kyvety a ta zasunuta do komory 
elektroporátoru. Byl spuštěn proces elektroporace. Po proběhnutí elektroporace bylo 
do kyvety přidáno 250 l vytemperovaného SOC média bez antibiotik a celý objem kyvety 
byl přesunut do 1,5ml mikrozkumavky. Suspenze bakterií pak byla inkubována v 37 ⁰C 
při 300 rpm na zahřívacím bločku, po 3 h a 6 h byly odebrány části suspenze a rozetřeny 
na agarové plotny. Získané kolonie byly dále kultivovány v tekutém LB médiu a zamrazeny 
s glycerolem nebo použity pro izolaci plasmidové DNA. 
 
5.3.6.2. Kultivace bakterií 
     Bakterie (ze zásob zamrazených v glycerolu nebo v měkkém agaru) byly sebrány sterilní 
kličkou a rozetřeny na povrch předehřáté agarové plotny. Kultivace na agaru probíhala 
přes noc (12 - 16 h) při 37 ⁰C. Další den jsou vybrány jednotlivé kolonie a kličkou přesunuty 
do 2 ml předehřátého LB média kde byly kultivovány 8 h v 37 ⁰C při 225 rpm. Vzniklá 
suspenze bakterií byla přesunuta do 25 ml předehřátého LB média a kultitvována přes noc 
ve stejných podmínkách. Další den ráno byly bakterie sklizeny pro izolaci pDNA. Všechna 
média obsahují 100 g/ml ampicilinu (Sigma-Aldrich). 
 
5.3.6.3. Příprava glycerolového zásobního roztoku 
     0,8 ml bakteriální suspenze z 2ml tekuté prekultivace (viz 5.3.7.2.) bylo smícháno 
s 0,2 ml 80% glycerolu (Lachema) v 1,8ml vialkách. Bakterie byly v 15% glycerolu 




5.3.6.4. Izolace plasmidové DNA 
     Pro izolaci plasmidové DNA (pDNA) byl použit Plasmid Midi kit (Qiagen). Při izolaci 
bylo postupováno podle instrukcí výrobce. Bakterie kultivované přes noc (16-18 h) 
ve 25-30 ml LB média byly centrifugovány při 6000 g 15 min při 4 ⁰C. Bakteriální peleta 
byla resuspendována v pufru P1 s 1 l/ml RNAsy A a 1 l/ml „LyseBlue“ činidla. 
K suspenzi byly přidány 4 ml lyzačního pufru P2 a po promíchání byla směs inkubována 
5 min při pokojové teplotě. Poté byl přidán předchlazený precipitační pufr P3. Dobře 
promíchaná směs byla inkubována na ledu 15 – 20 min. Vytvořená sraženina byla 
centrifugována při 21 000 g 30 min při 4 ⁰C. Supernatant obsahující plasmidovou DNA byl 
znovu centrifugován při 21 000 g a 4 ⁰C 15 min.  
     Na kolonky pro přečištění pDNA (Qiagen-tip 100) bylo mezitím napipetováno 4 ml pufru 
QBT. Potom co pufr volně protekl kolonkou, byl na ni napipetován supernatant z poslední 
centrifugace obsahující pDNA. Po protečení supernatantu byla kolonka dvakrát promyta 
10 ml QC pufru. Nakonec byla DNA z kolonky uvolněna 5 ml QF pufru. Takto přečištěná 
pDNA byla vysrážena 3,5 ml isopropanolu (Serva) a centrifugována při 16 000 g a 4 ⁰C 
30 min. Supernatant byl opatrně odlit a a k peletě byly přidány 2 ml 70% ethanolu. 
Opláchnutá peleta byla znovu centrifugována při 16 000 g a 4 ⁰C 10 min. Supernatant opět 
odlit a peleta vysušena na vzduchu během 10-30 min. Vysušená peleta byla rozpuštěna 
ve 100 - 200 l TE pufru.    
     Koncentrace a kvalita izolované pDNA byla vyhodnocena přístrojem NanoDrop-1000 
(naměřené hodnoty by měly být: 260/280  180, 260/230 220). Integrita pDNA byla 
ověřena na agarosové elektroforéze. 
 
5.3.6.5. Agarozová elektroforéza 
     Byl připraven 1% agarózový gel v TAE pufru s 3 l na 100 ml GelRed Biotium. Gel 
zchlazený na 50 ⁰C byl přelit do připravené formy s hřebenem. Po ztuhnutí byl gel přesunut 
do elektroforetické vany s TAE pufrem. Z gelu byl odebrán hřeben a do jamek byly 
naneseny vzorky. Pro ověření kvality DNA bylo použito100 ng naředěné DNA, smíchané 
s nanášecí barvičkou 1:6 (6x loading dye, Fermentas). Do jedné z jamek byl nanesen 1 l 
žebříku (1 kb # SM0312 nebo 1 kb plus # SM1331 DNA ladder, Fermentas) naředěného 
ve 4 l RNAse free H2O (Nalgene) s 1 l nanášecí barvičky.  Elektroforéza probíhala 
při napětí 7,2 V/cm a proudu 176 mAmp 2,5 h. Výsledek (obrázek níže) byl následně 




Obrázek: Výsledek ověření integrity pDNA na agarosové elektroforéze. Některé dříve 
izolované plasmidy jsou částečně degradované (HyB, OM1, OM, OML).  
 
5.3.7. Metody transfekce 
5.3.7.1. Lipofekce 
     Pro lipofekci byl použit Lipofectamine 2000 (Life technologies) nebo Fugene HD 
(Promega). Pro transfekci jsem použila buňky ve 3. až 5. pasáži. Den před transfekcí byly 
PEFs vysety v počtu 1,2x10
5
 na jamku 6jamkové destičky, aby konfluence v den transfekce 
byla kolem 50 %. NSCs byly vysazeny v počtu 2x10
5
 na jamku pro dosažení stejné 
konfluence.  
      Na každou transfekovanou jamku bylo naředěno 3-5 g pDNA ve 250 l PEFt/NSCt 
média (viz 5.2.2.). 9 l Lipofectaminu bylo naředěno v dalších 250 l transfekčního média 
a inkubováno 5 min. Poté byla naředěná pDNA smíchána s naředěným Lipofectaminem 
a směs inkubována 20 min. Roztok s vytvořenými komplexy DNA-lipid byl přidán k PEFs 
do standardního kultivačního média. Buňky byly inkubovány s těmito komplexy 




    Pro transfekci Fugene HD bylo naředěno 3 g pDNA a přidáno 9 l Fugene HD 
do transfekčního média do celkového objemu 150 l. Směs složek byla inkubována 15 min 
při pokojové teplotě. Vzniklé komplexy v transfekčním médiu byly po kapkách naneseny 
na buňky ve standardním kultivačním médiu a inkubovány s buňkami do dalšího dne 
při standardních podmínkách. 
Pokud transfekce probíhala na 12jamkové destičce, bylo množství buněk i reagencií 
pro transfekci 2,5x nižší. 
 
5.3.7.2. Kalciumfosfátová transfekce 
     Buňky byly vysety na 6jamkovou destičku v hustotě 1-2x10
5
/jamka jeden den 
před transfekcí. V den transfekce by buňky měly mít konfluenci kolem 50 %. Pro přípravu 
transfekční sraženiny bylo naředěno 6 g pDNA v 140 l v 0,1x TE pufru. Zvlášť bylo 
smícháno 140 l 2xHBS pufru a 20 l CaCl2. Tato směs byla pomalu nakapána do naředěné 
pDNA za stálého míchání. Po 1-2 minutách inkubace byla zkontrolována tvorba sraženiny 
pod mikroskopem. Z buněk bylo odpipetováno médium a bylo uschováno. Na buňky 
bez média bylo nakapáno 250 l sraženiny na jamku tak, aby pokrývala co největší povrch. 
Buňky byly se sraženinou  inkubovány 15 min při pokojové teplotě za tmy. Po inkubaci byla 
buňkám přidána polovina původního a polovina nového kultivačního média a buňky byly 
takto inkubovány přes noc. Druhý den bylo vyměněno celé médium. 
 
5.3.7.3. Nukleofekce 
     Nukleofekce byla prováděna v X-podjednotce 4D Nukleofektoru (Lonza). 
Pro nukleofekci byl použit P3 Primary Cell 4D-Nucleofector® X Kit S (Lonza) obsahující 
16jamkové nukleofekční destičky. Buňky byly zpasážovány v den nukleofekce, spočítány, 
centrifugovány při 250 g 3 min a resuspendovány ve 20 l  nukleofekčního činidla P3 
na reakci. Před použitím byl do nukleofekčního činidla přidán suplement nukleofekčního 
činidla (součást kitu) v poměru 1:4, 5. Pro kažkou nukleofekční reakci bylo použito 5x10
5
 
buněk. Resuspendované buňky byly smíchány s 1/1,05/0,8 g OSKM/OSKML/MiR 
plasmidu a 0,25 g Hy plasmidu. Suspenze byla přesunuta do nukleofekční jamky tak aby 
pokryla dno a destička byla zasunuta do X-podjednotky přístroje. Byl spuštěn přednastavený 
program. Po skončení nukleofekce bylo do jamek s buňkami přidáno 80 l předehřátého 
PEF/NSC-FBS média s růstovými faktory (EGF, bFGF) a celý objem jamky byl přesunut 
na kultivační jamky šestijamkové destičky s příslušným médiem. Médium bylo vyměněno 
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standardně po 8 h v případě NSCs, druhý den v případě PEFs. Pro nukleofekci PEFs byl 
použit standardní program CZ-167, pro nukleofekci NSCs byl vybrán program CL-133. 
 
5.3.8. Přeprogramování primárních buněk 
     Transfekované buňky byly kultivovány na 6jamkové destičce 48 h a poté byly 
pasážovány na nové 6jamkové destičky s podpůrnými buňkami. NSCs byly vysety v počtu 
0,3-1x10
4
/jamka. PEF byly vysety v počtu 0,5-2x10
4
/jamka. Druhý den po pasáži byla 
polovina média vyměněna za IPS-LIF médium. 2. a 3. den byla u NSCs vyměněna vždy 
polovina média za IPS-INH nebo IPS-PD, část buněk byla kultivována v IPS-LIF médium 
během celého procesu přeprogramování. Od 3. dne byla vyměněna polovina příslušného 
média každý druhý den, nebo podle potřeby. PEFs byla vyměněna polovina IPS-LIF média 
každý druhý den během prvních 14 dnů procesu přeprogramování. Poté bylo u některých 
jamek IPS-LIF vyměněno za IPS-INH nebo IPS-PD a frekvence výměny média zůstala 
stejná. U buněk byly sledovány morfologické změny a vzniklé iPS-like kolonie byly 
izolovány na samostatné jamky. 
5.3.9. Izolace iPS-like kolonií 
     Kolonie buněk připomínající vzhledem pluripotentní ESCs/iPSCs (kolonie s hladkými 
okraji tvořené drobnými bunňkami velmi těsně nahloučenými k sobě) byly označeny 
ze spodní strany kultivační destičky, sebrány pomocí špičky 10 l mikropipety  a přeneseny 
na vrstvu podpůrných MEFs vysazených den předem na 96jamkovou destičku. Kolonie byly 
kultivovány v médiu použitém pro přeprogramování, pokud pokryly alespoň 40 % plochy 
jamky, byly pasážovány na jamku 48jamkové destičky. Nejlépe rostoucí kolonie 
zachovávající morfologii pluripotentních buněk byly dále expandovány. 
5. 3. 10. Detekce aktivity alaklické fosfatázy 
Pro barvení na alkalickou fosfatázu jsme použili komerční kit (Leukocyte alkaline 
phospatase staining kit, Sigma-Aldrich). Buňky byly fixovány ve fixačním roztoku 
(viz 5.2.4.) 1 minutu a opláchnuty dH2O  45 s. Na opláchnuté fixované buňky bylo přidáno 
0,5 ml barvícího roztoku (viz 5.2.4.) na každou jamku 6jamkové destičky. Buňky byly 
inkubovány v barvícím roztoku na třepačce (150 rpm/15 min) při při pokojové teplotě 
bez přístupu světla. Poté byly znovu opláchnuty dH2O a skladovány v dH2O v lednici. 





5. 3. 11. Genotypizace 
5. 3. 11. 1. Izolace genomické DNA 
     Pro izolaci genomické DNA (gDNA) z buněčné kultury byl použit komerční kit GeneJET 
Genomic DNA Purification Kit (Fermentas). Z buněk bylo odsáto médium a byly opláchnuty 
PBS. Poté byly buňky mechanicky zpasážovány v 1 ml PBS a přesunuty do plastové 
zkumavky. Zklizené buňky byly zcentrifugovány 5 min při 250 g a po odsátí PBS 
až na peletu. Na peletu buněk bylo přidáno 200 l lyzačního roztoku s 20 l proteinázy K. 
Buňky byly homogenizovány pipetováním, přesunuty do 1,5 ml mikrozkumavky 
a inkubovány na bločku o teplotě 56 ⁰C 10 min při 250 rpm. Po následném přidání 200 l 
RNAsy A byl lyzát zvortexován a inkubován 10 min při pokojové teplotě. Dále bylo přidáno 
400 l 50% etanolu a směs promíchána. 
     Lyzát byl přesunut na kolonku ve sběrné zkumavce a centrifugován 1 min při 6 000 g. 
Na kolonku v čisté sběrné zkumavce bylo přidáno 500 l promývacího pufru I a kolonka 
byla centrifugována 1 min při 8 000 g. Proteklý odpad ze sběrné zkumavky byl odstraněn 
a na kolonku bylo napipetováno 500 l promývacího pufru II. Kolonka byla centrifugována 
3 min při 12 000 g. Po odstranění odpadu ze sběrné zkumavky byla centrifugována znovu 
1 min při 12 000 g naprázdno. Kolonka byla přesunuta do čisté 1,5ml mikrozkumavky a bylo 
na ni přidáno 200 l elučního pufru. Po 2 min inkubace při pokojové teplotě byla 
centrifugována 1 min při 8 000 g. Po centrifugaci byla mikrozkumavka s rozpuštěnou DNA 
přesunuta na led. Koncentrace DNA a její čistota byly změřeny pomocí přístroje Nanodrop 
1000. DNA byla zamrazena v -30 ⁰C. 
5.3.11.2. Primery 
Primery použité pro genomickou PCR byly navrženy v programu Beacon Designer (verze 7 
a 8). Navržené primery byly připraveny a dodány firmou Life Technologies a dodány 
v lyofilizovaném stavu. Primery byly rozpuštěny ve vodě bez nukleáz (Nuclease free water, 








Primery použité pro genotypizaci: 
název sekvence délka Ta 
Délka 
produktu 
Htt RNA F 5' GAAACTTCTGGGCATCGCTATG 3' 22 
56 ⁰C 1498 bp Htt RNA R 5' GAAAGCCATACGGGAAGCAATAG 3' 23 
Klf-myc F 5‘ CACTACCGCAAACACAC 3‘ 17 
60 ⁰C 501 bp Klf-myc R 5‘ AAGTAACTCGGTCATCAT 3‘ 18 
mOct4 F 5' ATCGGACCAGGCTCAGAGGTA 3' 21 
61 ⁰C 70 bp  mOct4 R 5' CCATCCCTCCGCAGAACTC 3' 19 
WPRE F 5‘ GAGGAGTTGTGGCCCGTTGTCAGGCAACG 3' 29 
56⁰ C 254 bp WPRE R 5‘ CAGGCGAGCAGCCAAGGAAAGGACGATG 3' 28 
 
 
5.3.11.3. Polymerázová řetězová reakce (PCR) 
Pro polymerázovou řetězovou reakci byl použit Quick-Load 2x Taq Master Mix 
(New England Biolabs). Pro každou reakci bylo použito 60 ng gDNA. 
Složení 20 l reakce a teplotní profil reakce: 
Htt RNA 
 složka kontroly  program Htt 548 
2x Quick load 10 l  1. 94⁰C 2 min 
Rnase Free H2O 7,8 l  2. 94⁰C 30 s 
primer F 0,1 l  3. 56⁰C 40 s 
primer R 0,1 l  4. 72⁰C 100 s 
gDNA 2 l  5. 72⁰C 2 min 
 
Kroky 2. – 4. opakovány 40x, po skončení reakce byly vzorky zchlazeny na 4 ⁰C.  
mOct4 
 složka množství  program mOct4 
2x Quick load 10 l  1. 94⁰C 2 min 
Rnase Free H20 6 l  2. 94⁰C 30 s 
primer F  1 l  3. 61⁰C 30 s 
primer R  1 l  4. 72⁰C 15 s 
gDNA 2 l  5. 72⁰C 2 min 
 




 složka množství  program Klf-myc 
2x Quick load 10 l  1. 94⁰C 2 min 
Rnase Free H2O 6 l  2. 94⁰C 30 s 
primer F 1 l  3. 60⁰C 30 s 
primer R 1 l  4. 72⁰C 60 s 
gDNA 2 l  5. 72⁰C 2 min 
 
Kroky 2. – 4. opakovány 40x, po skončení reakce byly vzorky zchlazeny na 4 ⁰C.  
WPRE 
 složka množství  program WPRE 
2x Quick load 10 l  1. 94⁰C 2 min 
Rnase Free H2O 7,8 l  2. 94⁰C 30 s 
primer F 0,1 l  3. 56⁰C 40 s 
primer R 0,1 l  4. 72⁰C 35 s 
gDNA 2 l  5. 72⁰C 2 min 
 
Kroky 2. – 4. byly opakovány 34x, po skončení reakce byly vzorky zchlazeny na 4 ⁰C. 
Vzorky byly rozděleny pomocí agarosové elektroforézy v 1,5% gelu s GelRed biotium 
(připraven podle 5.3.6.5.). Do jamek byl nanesen vždy celý 20 l vzorek. Pro vizualizaci 






6.1. Metody transfekce NSCs  
     Výběr optimální metody transfekce je zásadní pro úspěšné a robustní přeprogramování 
buněk nevirovými metodami. Nervové kmenové buňky navíc patří mezi obtížně 
transfekovatelné buňky, u kterých často nefungují standardní metody transfekce. První 
transfekční metodou, kterou jsem vyzkoušela, byla kalciumfosfátová transfekce. Tato 
metoda je náročná na optimalizaci a její použití vyžaduje větší množství použité DNA než 
jiné metody, je ale levná a v naší laboratoři již byla úspěšně použita pro transfekci NSCs, 
i když s nízkou účinností. Bohužel, tato metoda transfekce vedla během 24 – 48 h k odlepení 
NSCs z podkladu a vytvoření neurosfér. Výsledek byl obdobný při transfekci buněk 
v různém stupni konfluence (30 – 80 %) i při použití různého pH HBS pufru (7,0 – 7,1), 
které ovlivňuje míru vytváření sraženiny s chloridem vápenatým. Po opakované reakci NSCs 
odlepením z podkladu jsem nepokračovala v optimalizaci metody. 
     Často používanou metodou transfekce je lipofekce. Lipofekce je uživatelsky nenáročnou 
metodou, existuje řada komerčních lipofekčních činidel, z nichž některá jsou specializovaná 
na transfekci kmenových nebo obtížně transfekovatelných buněk. Pro transfekci NSCs 
i PEFs jsme použili nejdříve Lipofectamine 2000 (Invitrogen) a Fugene HD (Promega). 
Pro ověření účinnosti transfekce byl použit EGFP PB vektor. Metoda lipofekce oběma 
činidly fungovala uspokojivě u PEFs, kde účinnost transfekce dosahovala 10 – 20 %. 
U NSCs nebyl pozorován žádný GFP signál po transfekci EGFP PB vektorem pomocí 
Lipofectaminu 2000 ani Fugene HD s různou koncentrací a poměrem lipofekčního činidla 
a DNA. Testována byla transfekce NSCs v médiu se sérem (FBS) i bez séra a reverzní 
transfekce buněk v suspenzi před přisednutím na podklad. Zdálo se tedy, že lipofekce není 
vhodnou metodou pro transfekci našich NSCs. 
    Nakonec jsem se rozhodla pro metodu nukleofekce 4D nukleofektorem (Lonza). Výhody 
nukleofekce pro transfekci buněk za účelem vytvoření iPS buněk jsou popsány v literárním 
úvodu. Nukleofekce NSCs kontrolním EGFP PB plasmidem ale také nebyla úspěšná a nebyl 
vidět žádný GFP signál ani po 48 h od nukleofekce. S nukleofekčním kitem jsem obdržela 
jiný GFP plasmid, který jsem také vyzkoušela. Nukleofekce NSCs tímto pMaxGFP 
plasmidem vedla konečně k GFP pozitivním NSCs. Opticky více než polovina 
transfekovaných buněk byla GFP pozitivní po 24 h od nukleofekce. Rozhodla jsem se tedy 
nukleofekci použít pro transfekci NSCs a později i pro transfekci PEFs, u kterých jsem do té 
doby používala lipofekci Lipofectaminem 2000.  
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6.2. Ověření funkčnosti EGFP vektoru v pNSCs 
     Nukleofekce se ukázala být úspěšnou a robustní metodou transfekce NSCs. Výsledek 
nukleofekce EGFP PB plasmidem mi naznačil, že by mohl být problém s expresí tohoto 
plasmidu v NSCs. Další možností bylo, že mnou připravená plasmidová DNA nebyla 
pro nukleofekci dostatečně kvalitně přečištěna a nečistoty v ní bránily  nukleofekci. To by 
mohlo ovlivnit účinnost nukleofekce expresními plasmidy. Při další nukleofekci jsem proto 
porovnala účinnost nukleofekce samotným pMaxGFP nebo v kombinaci se stejným 
objemovým množstvím Hy plasmidu (Hy byl izolován ve stejné várce s EGFP plasmidem 
a čistota DNA obou plasmidů byla podle Nanodrop srovnatelná a v rámci normálních hodnot 
čistoty pDNA). Předpokládala jsem, že pokud by izolovaná pDNA nebyla dostatečně 
kvalitní, snížila by účinnost nukleofekce pMaxGFP plasmidem. Výsledek pokusu ale snížení 
účinnosti nukleofekce neukázal. Obě skupiny buněk měly 24 h po nukleofekci opticky 
podobné množství GFP pozitivních buněk. Celkově byla účinnost nukelofekce srovnatelná 
s předchozím pokusem. 
     EGFP je v PB plasmidu exprimován z konstitutivního UbC (UbiquitinC) promotoru. 
Účinnost přepisu z různých promotorů se může u některých typů buněk lišit. Je možné, že 
tento promotor není vhodný pro expresi v NSCs, přestože v PEFs funguje dobře. 
U expresních OSKM a OSKML vektorů pohání expresi jiný konstitutivní promotor, CAG, 
který je kombinací časného enhancer elementu cytomegaloviru (CMV) a kuřecího 
promotoru beta-actinu. Nefunkčnost kontrolního EGFP plasmidu tedy neznamená 
nefunkčnost OSKM/L plasmidů pro přeprogramování iPS buněk z NSCs. 
6.3. Lipofekce NSCs 
     Dalším krokem bylo ověřit, jestli nepřítomnost GFP signálu po lipofekci EGFP 
plasmidem je dána skutečně pouze nefunkčností tohoto plasmidu v NSCs nebo je zároveň 
lipofekce nevhodnou metodou transfekce NSCs. NSCs byly transfekovány EGFP plasmidem 
nebo pMaxGFP plasmidem. Pro lipofekci byla znovu použita již testovaná činidla 
Lipofectamine 2000 a Fugene HD podle protokolu popsaného v metodách (5.3.7.1.). 
Výsledek lipofekce NSCs pMaxGFP plasmidem byl stejný jako u EGFP plasmidu. Žádné 
GFP pozitivní buňky nebyly vidět po 24 - 48 h u žádné kombinace pladmid/činidlo. 
Lipofekce tedy pravděpodobně není vhodnou metodou transfekce NSCs. 
6.4. Účinnost nukleofekce NSCs 
     4D nukleofektor nabízí řadu profilů nukleofekce, které jsou vhoné pro konkrétní buněčný 
typ. Pro nukleofekci s použitím X-podjednotky 4D nukleofektoru, kterou jsem používala, 
byly vyhodnoceny zatím jen myší NSCs (mNSCs). Standardním programem pro nukleofekci 
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mNSCs je program CL-133, u něhož je uváděna účinnost nukleofekce 60 % při 80% přežití 
buněk. Oficiálně byly ale testovány další programy nukleofekce pro mNSCs a jejich účinnost 
byla publikována. Jako nejlepší z hlediska účinnosti a přežití buněk byly vyhodnoceny 
programy DS-112 a DS-113 (Bertram et al. 2011). Mým cílem bylo ověřit a porovnat 
účinnost nukleofekce těmito dvěma programy a výchozím programem CL-133 u prasečích 
NSCs. Oproti uvedené studii jsem používala odlišnou metodu kultivace NSCs v monolayeru, 
nikoli klasickou metodu kultivace NSCs v neurosférách. Odlišná metoda kultivace 
samozřejmě může ovlivnit účinnost nukleofekce. 
     Zhodnocení účinnosti nukleofekce proběhlo na základě dvou nezávislých transfekcí. 
Při každé z nich byly transfekovány NSCs v duplikaci každým ze tří zvolených programů. 
Pro každou nukleofekční reakci bylo použito 5x10
5
 buněk, 0, 35 g pMaxGFP plasmidu 
a byl použit postup uvedený v sekci metod (5.3.7.3.). Všechny tři programy měly opticky 
srovnatelnou a vysokou účinnost nukleofekce. 
     Je důležité zmínit, že účinnost nukleofekce pMaxGFP plasmidem je pravděpodobně 
nadhodnocena oproti účinnnosti vnesení PB plasmidů OSKM/OSKML i proti jiným GFP 
plasmidům (nepublikované neoficiální informace). PMaxGFP plasmid je relativně malý 
(4700 bp) a je velmi účinně exprimován (GFP signál byl vidět dříve a byl jasnější než 
při použití EGFP plasmidu pro nukleofekci PEFs). Dále údaj, který uvádí 60% účinnost 
nukleofekce a 80% přežití buněk u programu CL-133 (Cell & Transfection database, Lonza, 
http://bio.lonza.com/6.html) se vztahuje k 96jamkovému formátu nukleofekce a zřejmě 
standardnímu množství pMaxGFP plasmidu (množství použitého plasmidu neuvedeno). 
Studie Bertram et al. (2011) testující mimo jiné programy DS-112 a DS-113 uvádí přežití 
buněk kolem 80 % a účinnost nukleofekce 80 - 90 % s použitím 0,5 g pMaxFGP plasmidu 
a 2,5 – 5x10
5
 buněk. Já jsem použila nižší množství tohoto plasmidu s ohledem na možnost 
porovnání účinnosti nukleofekce s nukleofekcí OSKM a OSKML plasmidu. Větší plasmidy 
se dostávají do buněk s nižší účinností, na druhou stranu celkové množství pDNA je 
limitováno toxickou reakcí buněk na příliš vysoké množství cizorodé DNA.  0,35 g 
pMaxGFP plasmidu zhruba odpovídá 1 g OSKM plasmidu a 0,24 g Hy (molární poměr 
max 2:1), což je ještě reálné množství DNA pro nukleofekci. 
     Výsledkem kvantifikace účinnosti nukleofekce programy DS-112, DS-113 a CL-133 
(počet GFP pozitivních buněk normalizovaný na konfluenci) nebyl signifikantní rozdíl 
v účinnosti mezi uvedenými programy. Procento GFP pozitivních buněk se ve všech 
případech pohybovalo kolem 54 % (DS-112 54,6 %, DS-113 53,9 %, CL-133 53,5 %). Tento 
výsledek je graficky znázorněn na grafu A v Panelu 1.  
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     Zároveň s účinností nukleofekce jsem kvantitativně zhodnotila vliv jednotlivých 
programů nukeofekce a DNA na viabilitu buněk a porovnala ji s buňkami, které byly 
exponovány pouze nukleofekčnímu činidlu, ale nedostaly elektrický puls a s buňkami, které 
byly pouze pasážovány. Výsledek je graficky znázorněn v grafu B Panelu 1. Výsledkem 
tohoto srovnání je, že nukleofekce (vystavení elektrickému pulsu) má obecně negativní vliv 
na přežití buněk bez ohledu na použitý program. Přítomnost pDNA, alespoň v použitém 
množství, měřitelný negativní vliv na buňky nemá. Relativně největší rozdíl v konfluenci byl 
mezi buňkami pouze pasážovanými a buňkami, které byly vystaveny nukleofekčnímu 
činidlu. Toto skokové snížení počtu buněk po nukleofekci může být částečně vysvětleno 
ztrátami při samotné manipulaci s buňkami bez ohledu na negativní vliv nukleofekčního 
činidla. Pro tyto ztráty jsem počítala s 10% navýšením počtu buněk (5,5x10
5
 buněk oproti 
5x10
5
 pro buňky pouze pasážované). Toto navýšení ale nemuselo být dostatečné.  
     Pokud vezmeme v úvahu průměrnou konfluenci pouze pasážovaných buněk 73,5 % 
a průměrnou konfluenci buněk transfekovaných 42,5 % (průměr konfluencí u všech 





Panel 1: Účinnost nukleofekce a její vliv na mortalitu buněk 
Graf A znázorňuje účinnost tří testovaných programů nukleofekce v procentech GFP 
pozitivních buněk normalizovaných na konfluenci. Graf B zobrazuje vliv nukleofekce, DNA 
a nukleofekčního činidla na přežití buněk vyjádřené v procentu konfluence. Chybové úsečky 
zobrazují v obou grafech hodnotu +/- 1 směrodatné odchylky (SD). Obrázky C a D jsou 
reprezentativní ukázkou znázorňující množství GFP pozitivních buněk pomocí 
fluorescence (C) a celkový počet buněk pomocí fázového kontrastu (D).  
   
   Nukleofekce jako taková je relativně šetrnou metodou, vzhledem ke své vysoké účinnosti 
i při použití nízkého množství DNA. Po celou dobu od nukleofekce navíc buňky zvyšovaly 
svou konfluenci, jak je graficky vyjádřeno na grafu C. Nukleofekce tedy nekompromitovala 





Graf C: Nárůst konfluence NSCs 24 – 48h po nukleofekci 
V grafu je vynesen nárůst konfluence NSCs během 24 – 48 h od nukleofekce. Bylo 
sledováno 6 jamek, které byly transfekované v jednom pokusu.  
NSCs byly monitorovány v Incucyte 24 – 48 h po nukleofekci a byl sledován nárůst 
konfluence v čase, který je přímo úměrný rychlosti dělení buněk. Buňky na všech šesti 
jamkách rovnoměrně zvyšovaly konfluenci během celé doby monitorování. Stejnou rychlostí 
rostla konfluence buněk s počáteční nižší konfluencí (B2) i ostatních buněk s počáteční vyšší 
konfluencí. 
6.5 Příprava prasečích iPS buněk z pNSCs 
     Ještě před zhodnocením účinnosti nukleofekce jsem pokusně transfekovala 5x10
5 
NSCs 
0,5 g OSKM nebo OSKML plasmidu a 0,75 g Hy plasmidu. Pro nukleofekci jsem použila 
program CL-133. OSKM a OSKML plasmidy nemají GFP reportér, takže jsem nemohla 
porovnat účinnost nukleofekce s pMaxGFP, ale NSCs po nukleofekci vykazovaly jen mírně 
zvýšenou mortalitu oproti pasážovaným buňkám a nukleofekce oběma plasmidy vedla 
k velmi účinnému přeprogramování NSCs. Po 48 h od nukleofekce jsem NSCs zpasážovala 
na podpůrné buňky. Použila jsem množství 1–6x10
4
 buněk na jamku 6jamkové destičky. 
Transfekované NSCs byly od 4. dne po transfekci (D4) kultivovány v médiu IPS-LIF nebo 
IPS-INH. Již v D5 byly vidět shlukující se buňky a první změny jejich morfologie. V D7 
se již dalo mluvit o prvních koloniích, i když ne úplně kompaktních. Po dalších dvou dnech 
kultivace byly šestijamkové destičky pokryté koloniemi a tvořily téměř souvislou vrstvu 
podobně jako v práci (Silva et al. 2008b). Některé kolonie jsem izolovala na samostatnou 























Čas (h) monitorování konfluence 












Panel 2: Proces přeprogramování pNSCs do stavu pluripotence. Na obrázcích A – F jsou 
vidět postupné změny morfologie buněk během procesu přeprogramování. Písmena 




    Ve druhém pokusu o vytvoření iPS buněk z NSCs jsem snížila množství NSCs použitých 
pro přeprogramování. Na podpůrné buňky jsem pasážovala 0,3–1x10
4
 buněk na jamku 
6jamkové destičky. Množství použité pDNA pro nukleofekci jsem zvýšila tak, aby množství 
OSKM a OSKML plasmidu odpovídalo molárnímu množství pMaxGFP použitého 
pro ověření účinnosti nukleofekce. Použila jsem 1 g OSKM/1,05 g OSKML a 0,24 g Hy 
na 5x10
5
 buněk a opět program CL-133. 
    Po této nukleofekci jsem pozorovala zvýšenou úmrtnost buněk oproti kontrole bez DNA 
i oproti předchozímu pokusu. Přesto byla i druhá nukleofekce úspěšná. NSCs byly od D4 
kultivovány v IPS-LIF, IPS-INH nebo IPS-PD médiu, které bylo vyzkoušeno nově. 
Po několika dnech byly vidět morfologické změny a velmi brzy i kolonie s pluripotentní 
morfologií. Změny morfologie během přeprogramování a jeho časový průběh jsou zobrazeny 
v panelu 2. 
     Výsledkem tohoto pokusu bylo několik desítek izolovaných kolonií s pluripotentní 
ES-like morfologií. Kolonie iPS-like buněk byly izolovány ze všech kultivačních podmínek. 
Počty izolovaných kolonií jsou uvedeny v tabulce 1. 
  LIF INH PD 
OSKM 12 18 3 
OSKML 13 32 8 
 
Tabulka 1: Počty izolovaných kolonií vzniklých  přeprogramovaním NSCs transfekovaných 
plasmidy OSKM a OSKML a kultivovaných v různých podmínkách (médium IPS-LIF, 
IPS-INH, IPS-PD). 
 
6.5.1. Zhodnocení vlivu Lin28 a kultivačních podmínek na proces přeprogramování 
     U NSCs transfekovaných OSKML plasmidem (NSC-OSKML) byl proces 
přeprogramování ve shodě s teoretickými předpoklady rychlejší. Lin-28 (L) zvyšuje 
proliferativní schopnost buněk a blokuje tvorbu Let-7 miRNA, jejíž hladina se zvyšuje 
u diferencujících buněk (Hafner et al. 2013, Yu et al. 2007). OSKML plasmid vedl 
ke změnám morfologie a výskytu ES-like kolonií o 2 -3 dny dříve než OSKM plasmid. 
Celkový počet kolonií izolovaných z NSC-OSKML byl o 60 % vyšší než u NSCs 
transfekovaných OSKM (NSC-OSKM) (celkem 53 kolonií oproti 33 koloniím). Tento údaj 
může být trochu zkreslující, protože kolonií, které bylo možné izolovat, bylo celkově 
mnohem více u obou skupin buněk. Z izolovaných kolonií jich celkem 31 (11 OSKM a 20 
OSKML) bylo schopno udržet stabilní mofrologii bez tendence k diferenciaci během 
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expanze na 48jamkové destičce (2. – 3. pasáž). Tyto kolonie byly ve 2. nebo 3. pasáži 
zamrazeny. 
     Přestože kolonie s morfologií pluripotentních buněk byly izolovány ze všech kultivačních 
podmínek, pouze kolonie kultivované v IPS-INH médiu si stabilní morfologii dokázaly 
udržet i během prvních pasáží (Panel 3 A, B). Kolonie izolované i neizolované (kultivované 
dál na 6jamkové destičce) v IPS-LIF podmínkách začaly během jednoho týdne od výskytu 
prvních kolonií masivně diferencovat do TE (Panel 2 C). Ojedinělá diferenciace do TE 
se objevila i u kolonií kultivovaných v IPS-INH podmínkách, většina kolonií si ale stabilní 
morfologii bez tendence k diferenciaci udržela.  
     IPS-PD podmínky kultivace vedly k diferenciaci většiny kolonií do nervových prekurzorů 
a neuronů (Panel 2 D), po přidání IPS-PD média zdiferencovaly během tří dnů. To bylo 
pravděpodobně způsobeno příliš časným přidáním PD inhibitoru do kultivace. NSCs jsou 
závislé na bFGF, které u nich vede mimo jiné k aktivaci MEK/ERK signalizace. Pokud je 
tato signalizace inhibována u buněk, které ještě nedosáhly pre-iPS stavu, může zvrátit 
dediferenciaci zpět a vést k diferenciaci buněk do neuroektodermální linie. Ve shodě s tím 
se u NSC-OSKML objevil větší počet kolonií s pluripotentní morfologií i v PD podmínkách, 
přeprogramování u nich probíhalo rychleji. D14 jsem vyměnila IPS-PD médium za IPS-INH. 





Panel 3: Morfologie buněk v různých kultivačních podmínkách. IPS-INH D32 2. pasáž (A, 
B), IPS-LIF D25 1. pasáž (C), IPS-PD D15 (D). 
 
6.5.2. Aktivita alkalické fosfatázy piPSCs 
     Všechny kolonie byly izolovány mezi D11 a D22 u iPS-OSKML a mezi D14 a D22 
u iPS-OSKM. D25 byly neizolované kolonie na 6jamkových destičkách nabarveny 
pro zjištění aktivity aklalické fosfatázy (AP). AP je markerem ESCs, EpiSCs a iPSCs 
(Thomson et al. 1998). Výsledkem barvení byly desítky kolonií pozitivních na AP. Některé 
větší kolonie měly mozaikovitou strukturu barvení, středové nebo i okrajové oblasti větších 
kolonií diferencují, pokud nemají dost místa pro expanzi. I přes relativně nízký počet 
výchozích buněk použitých pro přeprogramování byly v D25 jamky poseté koloniemi 
nebo jejich diferencovanými deriváty. Hodně kolonií srostlo dohromady a nemohly být 
rozlišeny. Zároveň byly vidět zřejmě právě vznikající malé intenzivně barvící kolonie. 
Výsledky jsou vyneseny v grafu D a ukázkové AP pozitivní kolonie jsou na obrázcích A, B 




Panel 4: Počet kolonií s aktivitou alkalické fosfatázy 
V grafu D je vyneseny počty AP pozitivních kolonií vzniklých v různých kultivačních 
podmínkách. Vzorové kolonie jsou ukázány na obrázcích A, B. Počet AP pozitivních kolonií 
byl přepočítaný na tisíc transfekovaných buněk použitých pro přeprogramování. Kolonie 
byly barveny D25 od nukleofekce. Počet AP pozitivních kolonií jasně převažuje u OSKML 
transfekovaných buněk. Do počtu AP pozitivních kolonií jsem započítala i izolované 
kolonie, které jsem dále expandovala, ale zatím u nich nebylo provedeno barvení na AP. 
 
6.5.3. Účinnost přeprogramování NSCs 
     Účinnost přeprogramování byla zhodnocena právě na základě počtu AP pozitivních 
a izolovaných kolonií. Účinnost přeprogramování pro různé kombinace vektoru 
a kultivačních podmínek je uvedena v tabulce 2. Z tabulky je zřejmé, že účinnost 
přeprogramování byla u iPS-OSKML srovnatelná v IPS-LIF a IPS-INH podmínkách 
a u iPS-OSKM dokonce vyšší v IPS-LIF podmínkách. Může to být dáno tím, že inhibitory 
byly (opět zejména u NSC-OSKM) přidány do média v příliš časné fázi přeprogramování 
a mohly kompromitovat dělení nebo signalizaci u buněk, které ještě nedosáhly dostatečně 
dediferencovaného stavu. Inhibiční podmínky byly aplikovány na NSC-OSKM 
77 
 
i NSC-OSKML v D4 podle práce Silva et al. (2008b). NSC-OSKML vytvořily ve všech 
podmínkách vyšší počty kolonií. Tento výsledek je ve shodě s jejich rychlejším 
předpokládaným přeprogramováním NSC-OSKML v porovnání s NSC-OSKM.  
  LIF INH PD 
OSKM 2,53 % 1,65 % 0,7% 
OSKML 3,98 % 4,54 % 2,28 % 
zvýšení 
účinnosti o 57% 175% 223% 
 
Tabulka 2: Účinnost přeprogramování s použitím TFs OSKM nebo OSKML v různých 
podmínkách kultivace spočítaná na základě počtu AP pozitivních kolonií a izolovaných 
kolonií. V dolním řádku tabulky je uvedeno procentuální zvýšení účinnosti přeprogramování 
pomocí OSKML v porovnání s OSKM kazetou. 
 
6.5.4. Genotypizace iPS buněk vytvořených z NSCs 
     Všechny primární buňky použité pro přeprogramování byly izolovány z jednoho 
transgenního fétu nesoucího transgen s N-terminálním fragmentem HTT s polyCAG repeticí 
(HTT transgen). Tato linie byla označena jako linie # 2 HD. Integrace HD transgenu byla 
tedy stanovena už u výchozích linií PEFs a NSCs (panel 5). Bylo ale třeba ověřit, jestli je 
transgen v iPS buňkách stále přítomen nebo jestli nedošlo k chybě v označení buněk. 
Pro ověření integrace N-terminální části HTT byly použity primery používané pro standardní 
genotypizaci prasat v našem chovu. DNA nebyla izolována přímo z některé primární linie 
iPS buněk, ale byly použity buňky kultivované v iPS-LIF médiu, které kolonie vytvořily, ale 
později zdiferencovaly. Jako pozitivní a negativní kontrola byla použita gDNA z biopsií 
fibroblastů prasat, u kterých již byla ověřena přítomnost nebo nepřítomnost transgenu. 
Výsledek ověření přítomnosti transgenu (panel 5) byl pozitivní, band byl ale velmi slabý 
při několika opakováních genotypizace. 
     Zároveň bylo potřeba ověřit integraci PiggyBac kazety do genomu přeprogramovaných 
buněk. Použitý PiggyBac vektor obsahuje myší sekvence genů. Proto pro ověření byly 
navrženy primery v oblasti mOct4, která se liší od prasečího genu. Dále byly navrženy 
primery amplifikující úsek zasahující do Klf4 – 2A – c-Myc. Tento úsek se také vyskytuje 
specificky pouze ve vneseném transgenu. Zde byla jako pozitivní kontrola použita pDNA 
OSKML používaná pro transfekce a jako negativní kontrola opět gDNA z fibroblastů 
ověřeného netransgenního prasete. Výsledek ověření integrace OSKML kazety byl potvrzen 







Panel 5: Ovření integrace HTT transgenu u linií PEFs, NSCs a přeprogramovaných buněk 





Panel 5: Pozitivní výsledek detekce mKlf4 – 2A – c-Myc a mOct4 na OSKML vektoru 





6.5.5. Otestování inducibilního MiRNA vektoru pro přeprogramování pNSCs 
     Pro přeprogramování NSCs jsem použila ještě MiRNA PB vektor s indukovatelnou 
expresí genu pro miRNA klastr 302/367. Tento plasmid exprimuje navíc GFP z IRES 
(vnitřní místo pro vstup ribozomu, internal ribosomal entry site) sekvence připojené 
za genem pro miRNA. Mým dalším cílem bylo zaklonovat do této kostry vektoru na místo 
miRNA genu geny Oct4 a Klf4 nebo jen Oct4, a pokusit se tak vytvořit piPS buňky s nižším 
počtem transkripčních faktorů. Bohužel, kvůli již popsaným problémům s transfekcí jsem 
si nemohla být jistá, jestli byl plasmid skutečně do NSCs vnesen a jestli je funkční. GFP 
signál nebyl pozorován ani po transfekci PEFs tímto vektorem a indukci Cumate (System 
Biosciences). 
     Po použití nukleofekce pro vnesení tohoto plasmidu do NSCs ale také nebyl viditelný 
žádný GFP signál, ani po indukci exprese nejvyšší doporučenou dávkou Cumate. Důvodem 
nepřítomnosti GFP signálu mohla být snížená exprese GFP z IRES sekvence. Nukleofekce 
byla provedena za stejných podmínek jako u dalších pokusů s NSCs. Množství použité 
plasmidové DNA také odpovídalo, takže lze předpokládat, že plasmid byl úspěšně vnesen 
a integrován do genomu buněk. 
     NSCs transfekované MiRNA vektorem a kultivované v IPS-LIF, IPS-INH nebo IPS-PD 
podmínkách více než měsíc výrazněji nezměnily morfologii směrem k fenotypu iPS buněk 
a po celou dobu nebyl u transfekovaných buněk pozorován GFP signál. Morfologie NSCs 
transfekovaných miRNA vektorem je ukázána na obrázcích A, B panelu 4.  
 
Panel 6: NSCs transfekované MiRNA plasmidy a kultivované v iPS-LIF médiu.  D25.  Mezi 
NSCs neindukovanými Cumate (A) a indukovanými 10x koncentrací Cumate (300 g/ml) 
(B) není viditelný výrazný rozdíl. Tyto buňky byly kultivovány více než týden také 
v IPS-INH médiu, které vedlo k jejich velmi nízké proliferaci a bylo vyměněno za IPS-LIF 
médium v D10.  
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6.6. Příprava prasečích iPS buněk z PEFs  
     Pro přípravu iPSCs z PEFs jsem stejně jako u NSCs použila OSKM a OSKML vektory 
v kombinaci s Hy. Lipofekce Lipofectaminem 2000, kterou jsem použila jako první 
pro vnesení plasmidů do PEFs fungovala relativně dobře, účinnost byla 10–20 %. PEFs 
transfekované Lipofectaminem byly dále kultivovány stejným způsobem jako NSCs, 48 h 
po transfekci byly přeneseny na vrstvu podpůrných buněk a kultivovány v IPS-LIF nebo 
IPS-INH podmínkách. PEFs byly pasážovány na 10cm misky, nikoli na 6jamkové destičky, 
kvůli relativně nižší účinnosti transfekce a nižšímu potenciálu PEFs k přeprogramování bylo 
potřeba větší množství výchozích buněk. Pro první pokusy jsem použila 1-3x10
5
 buněk 
na 10cm misku. Jako nejlepší se ukázalo použití 1x10
5
 buněk, které mohly na misce 
relativně dlouho proliferovat bez pasáže a stále bylo množství buněk teoreticky dostatečné 
pro přeprogramování. Přesto i v tomto rozložení pokusu buňky během 14 dnů přerostly 
a bylo potřeba je pasážovat. Obecně byla účinnost přeprogramování velmi nízká 
a v přerůstajícíh PEFs se tvořily jen drobné kolonie, které nebylo snadné izolovat a nikdy 
se je nepodařilo expandovat ani na 96jamkové destičce.  
     Jediná kolonie, která byla dostatečně velká s pravidelnou morfologií pluripotentních 
buněk, vznikla při pokusu o přeprogramování, kdy jsem nechala transfekované PEFs 
kultivovat bez pasáže na 6jamkové destičce. Objevila se velmi brzy, asi týden po transfekci. 
Tato situace ale byla ojedinělá. Lipofekce pravděpodobně není dostatečně robustní metodou 
pro vnesení plasmidů do PEFs za účelem jejich přeprogramování.  
     Proto po úspěšném použití nukleofekce pro transfekci NSCs jsem se rozhodla tuto 
metodu vyzkoušet i u PEFs. Pro nukleofekci byl použit stejný typ nukleofekčního činidla 
a standardní proram CZ-167, používaný u myších embryonálních fibroblastů. PEFs byly 
transfekovány pMaxGFP a EGFP plasmidem pro zhodnocení účinnosti nukleofekce, byla ale 
transfekována jen jedna jamka každým plasmidem. Účinnost této nukleofekce byla 56,4 % 
pro EGFP a 79,4 % pro pMaxGFP, tedy dostatečně vysoká. Reálnější je pravděpodobně 
hodnota účinnosti spočítaná pro EFGP. Pro nukleofekci bylo použito 0,35 g pMaxGFP 
a odpovídajích 0,57 g EGFP. 
     Nukleofekce PEFs OSKM a OSKML plasmidy probíhala stejným způsobem jako 
u NSCs. Na vrstvu podpůrných buněk bylo vyseto 48 h po nukleofekci 0,5 – 2x10
4
 buněk 
na jamku 6jamkové destičky. IPS-INH a IPS-PD médium bylo přidáno až v D18 kdy byly 
pozorovány shluky epiteliálních buněk (obrázek B panelu 7). Do té doby byly PEF-OSKM/L 
kultivovány v IPS-LIF médiu. Přesto PEFs v PD médiu také diferencovaly do buněk 
s morfologií neuronů (obrázek D panelu 7).  
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     První kolonie s hladkými okraji a kompaktními buňkami byla pozorována v D21 u buněk 
v IPS-LIF médiu transfekovaných OSKML (obrázek C). Buňky ještě nebyly dostatečně 
kompaktní. Naopak tato obrovská kolonie měla od začátku tendenci diferencovat v centrální 
části. Dalších den jsem vyměnila médium za IPS-INH. Morfologie se příliš neměnila, ale 
okolní buňky byly hodně přerostlé. Proto jsem tyto buňky spolu s dalšími v IPS-INH médiu 
zpasážovala 1:3 až 1:4. Po 4 dnech od pasáže se začaly objevovat malé kolonie s IPS-like 
morfologií (obrázek E). Zároveň s buňkami v IPS-INH podmínkách jsem pasážovala 
i diferencované buňky v IPS-PD médiu a druhý den po pasáži jim vyměnila médium 
za IPS-INH. I tyto buňky vytvořily během týdne kompaktní ploché iPS-like kolonie 
(obrázek F). Časový průběh přeprogramování PEFs je graficky znázorněn na schématu G. 






Panel 7: Obrázky A-F ilustrují změny morfologie PEFs během přeprogramování. Jednotlivé 




     Podařilo se mi vtvořit piPS-like buňky (dále piPSCs) nevirovou PiggyBac metodou 
z NSCs a PEFs. Pro vytvoření piPSCs byly úspěšně použity kombinace TFs OSKM 
a OSKML, přeprogramování pomocí miRNA úspěšné nebylo. OSKM a OSKML jsou 
tradičně používané TFs pro přeprogramování myších, lidských i prasečích buněk (Takahashi 
a Yamanaka 2006, Yu et al. 2007,  Wu et al. 2009).  
7.1 MiRNA pro vytváření savčích iPSCs 
     MiRNA klastru 302/367 vedly k úspěšnému přeprogramování lidských a myších 
somatických buněk (Anokye-Danso et al. 2011). Nebyly ale zatím použity pro vytvoření 
prasečích iPS buněk. MiRNA 302 jsou konzervovány minimálně u člověka, myši (Suh et al. 
2004) a králíka (Maraghechi et al. 2013). Příbuzné miRNA s funkcí v raném embryonálním 
vývoji se nachází i u X. Laevis a D. Rerio (Rosa et al. 2009). U prasete zatím nebyl anotován 
miRNA klastr 302/367, není součástí chipu pro detekci prasečích miRNA   
(http://www.lcsciences.com/applications/transcriptomics/mirna-profiling/mirna/mirna-
available-arrays/pig-array-content/).  
     Je tedy možné, že tato skupina miRNA není u prasete konzervována. Transfekce NSCs 
a indukce exprese Cumátem ve dvou různých koncentracích (180 g/ml a 300 g/ml média) 
u nich nevedla k výrazným změnám morfologie během více než 30 dnů. IPS-INH médium 
rapidně snížilo schopnost proliferace těchto buněk, což také naznačuje, že u nich nedošlo 
k přeprogramování. Inhibitory PD a CHIR nepodporují proliferaci somatických buněk ani 
EpiSCs (Silva et al. 2008b) 
7.2 Vektory typu PiggyBac 
     Nově jsem použila pro přeprogramování prasečích somatických buněk vektory typu 
PiggyBac, které již byly otestovány pro přeprogramování myších a lidských buněk (Woltjen 
et al. 2009, Yusa et al. 2009). Výhodou těchto vektorů je mimo možnosti zpětného vystřižení 
jejich vysoká kapacita, až 14 Kb (Li et al. 2011b), která umožní vnesení všech TFs v jedné 
kazetě. Ve vektorech použitých pro pokusy byly sekvence genů spojeny samoštěpícími 2A 
peptidy (Szymczak et al. 2004), které zajistí téměř stejnou expresi všech genů nezávisle 
na pořadí. Vnesení všech genů v jedné kazetě usnadňuje vystřižení transgenu z genomu. 
Průměrný počet kopií, které se do genomu integrují, závisí na množství integrovaného 
vektoru. V práci Yusa et al. měla relativně velká část přeprogramovaných kolonií 
integrované 2 kopie transgenu (20 % pokud bylo použito 2 g plasmidu, 45 % pokud bylo 
použito 0,25 g plasmidu). Kolonie s jednou kopií se objevily pouze v 1 % případů, 
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i při použití pouze 0,25 g pDNA pro transfekci (Yusa et al. 2009). Přesto se jim podařilo 
PB kazetu z iPSCs vystřihnout.  
     PiggyBac transpozice vyžaduje pro aktivní začlenění PB kazety do genomu transientní 
expresi PB transpozázy (Hy). Není ale jednoznačné, jaký poměr integrativní vektor:vektor 
s Hy je pro integraci PB kazety optimální. Yusa et al. (2009) vytvořili linie iPSCs 
s integrovanou PB kazetou s vysokou účinností při použití 2 g PB OSKM/L a 2 g PB Hy 
plasmidu. Vzhledem k velikosti vektorů je v tomto případě molární poměr kolem 2:1 
ve prospěch Hy. Jiná studie ale ukazuje, že účinnost transpozice se rapidně snižuje, pokud je 
poměr OSKM/L:Hy vyšší než 2:1 ve prospěch Hy (OSKM/L vektoru musí být minimálně 
dvakrát více) (Wu et al. 2006). Při první nukleofekci jsem použila vyšší podíl Hy ve shodě 
s prací Yusa et al., po přečtení této informace jsem množství Hy snížila. Integrace PB  kazety 
do genomu iPSCs byla potvrzena pomocí genomické PCR pouze ve druhém případě 
(u prvního pokusu jsem neměla možnost integraci otestovat), molární poměr OSKM/L:Hy 
2:1 je účinný pro integraci kazety do genomu a přeprogramování NSCs i PEFs. Bude tedy 
potřeba ověřit počet kopií PB kazety v jednotlivých liniích piPSCs pomocí Southern blotu 
a najít linii s 1 – 2 integracemi vhodnou pro vystřižení transgenu.  
 
7.3 Metody transfekce 
     Při snaze vytvořit piPSCs z pNSCs bylo největší překážkou hledání vhodné metody 
transfekce. NSCs patří mezi obtížně transfekovatelné buňky. Pro vytváření iPS buněk jsou 
ale výhodným buněčným typem pro zavedení nových metod. Díky své vysoké proliferační 
schopnosti, epiteliálnímu fenotypu a expresi několika genů pluripotence – Sox2, a v menší 
míře i Klf4 a c-Myc, je jejich přeprogramování efektivnější a rychlejší (Kim et al. 2009).  
Proto byly jedním z typů primárních buněk, které jsem použila pro vytvoření prasečích iPS 
buněk nevirovými PiggyBac vektory.  
PEFs jsou více používaným typem primárních buněk pro přeprogramování. Jsou typem 
buněk, se kterými se snadno pracuje a většina metod transfekce je u nich vyzkoušená, proces 
přeprogramování je u nich ale delší a méně účinný. 
     Výběr správné metody transfekce je klíčový pro úspěch přeprogramování buněk 
nevirovými metodami. Retroviry a především lentiviry jsou velmi účinné v infekci cílových 
buněk, Silva et al. uvádí účinnost transdukce MEFs a myších NSCs 70 – 80 % (Silva et al. 
2008b). Dosáhnout srovnatelné účinnosti jinými metodami transfekce je velmi obtížné. 
Pro přeprogramování, které má účinnost v řádech 0,01 – 4 % (přehled v Hochedlinger 
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a Plath 2009) je robustní metoda transfekce nezbytným předpokladem úspěchu. Retrovirové 
a lentivirové vektory byly zatím použity u většiny pokusů o přeprogramování prasečích 
somatických buněk do stavu pluripotence (Esteban et al. 2009, Ezashi et al. 2009, Wu et al. 
2009, West et al. 2010).  
     Po neúspěšných pokusech s kalciumfosfátovou transfekcí a lipofekcí u NSCs jsem 
použila nukleofekci, která se ukázala být účinnou a robustní metodou pro transfekci NSCs 
i PEFs. Zhodnocení její účinnosti by bylo potřeba ještě ověřit větším počtem nezávislých 
transfekcí, zejména u PEFs kde byla zhodnocena pouze 1 jamka u každého vektoru. Přesto 
všechny vyzkoušené programy fungovaly velmi dobře a u PEFs fungoval i kit, který nebyl 
určen přímo pro nukleofekci embryonálních fibroblastů. Nukleofekce je tedy velmi flexibilní 
metodou nenáročnou na optimalizaci. 
 
7.4 Kultivační podmínky a transkripční faktory 
      Pro přeprogramování NSCs i PEFs byly použity kombinace TFs OSKM a OSKML. 
Kombinace genů OSKML vedla k rychlejšímu a účinnějšímu přeprogramování NSCs než 
pouze OSKM. U PEFs nebyla účinnost přeprogramování zatím zhodnocena. Vyvíjející 
se kolonie z transfekovaných PEFs s morfologií ES-like buněk byly zamrazeny před izoloací 
jednotlivých kolonií. 
     NSC-OSKML tvořily první kolonie o 2 - 3 dny dříve než NSC-OSKM. Celková účinnost 
jejich přeprogramování byla vyšší z hlediska počtu AP pozitivních kolonií a kolonie 
s OSKML kazetou také lépe udržovaly stabilní morfologii, pokud byly vystaveny 
diferenciačním signálům (PD), (diskutováno později). 
     Lin-28 (L) zvyšuje proliferativní schopnost buněk a blokuje tvorbu Let-7 miRNA, jejíž 
hladina se zvyšuje u diferencujících buněk (Hafner et al. 2013, Yu et al. 2007). Kombinace 
genů OSKM a OSKML pro přeprogramování myších fibroblastů použili i Yusa et al. (2009), 
z jejichž laboratoře jsme tyto plasmidy obdrželi. I oni uvádí asi dvojnásobné zvýšení v počtu 
kolonií přeprogramovaných OSKML oproti OSKM.  
     Hodnotila jsem zároveň celkový vliv kombinace pěti (IPS-INH médium) nebo šesti 
(IPS-PD médium) malých inhibičních molekul na účinnost přeprogramování a stabilitu 
morfologie piPSCs v kombinaci s použitou kombinací TFs. Všechny zvolené malé molekuly 
byly v různých kombinacích dříve použity pro zvýšení účinnoti přeprogramování 
nebo nahrazení některých z transkripčních faktorů (VPA, AZA, RepSox, TR) 
nebo pro přeprogramování iPSCs a ESCs do stavu naivní pluripotence (CHIR, PD) (shrnuto 
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v Feng et al. 2009). Pro přípravu piPSCs nebyly zatím použity TR a RepSox, ale byl použit 
jiný inhibitor ALK5 receptoru A-83-01 (Telugu et al. 2010).  
     Vliv INH a PD podmínek jsem porovnávala pouze s kultivací v LIF. LIF, pokud nejsou 
inhibovány diferenciační signály MAPK dráhy, vede k diferenciaci většiny linií iPS buněk 
jiných druhů než myši.  Pouze somatické buňky některých kmenů myší jsou ve standardních 
podmínkách kultivace přeprogramovány do naivního stavu pluripotence závislého na LIF 
(Nichols a Smith 2009). 
     Jak je popsáno v úvodu, LIF spouští u mESCs více signálních drah a v podmínkách 
kultivace bez inhibitorů je výsledkem jeho působení vyrovnávání prodiferenciačních 
a protidifernciačních signálů (Niwa et al. 2009). Tento systém interakce mezi několika 
signálními drahami vede u mESCs/miPSCs ke stabilní sebeobnově stavu pluripotence. 
U dalších savců, ze kterých byly izolovány ESCs/iPSCs, LIF tuto schopnost nemá (shrnuto 
v Nichols et al. 2001). Stadium naivní pluripotence je u PSCs jiných savců velmi nestabilní, 
LIF má u těchto druhů i in vivo pouze krátkodobou roli během zahnízdění blastocysty 
(Aghajanova 2004). 
     Definované 2i podmínky kultivace použité pro další stabilizaci naivního 
(nebo základního) stavu pluripotence u myši umožnily kultivaci naivních ESCs/iPSCs 
lidských a PSCs dalších druhů. K dlouhodobému udržení naivního stavu pluripotence 
v přítomnosti LIF je potřebná inhibice diferenciačních signálů MEK/ERK signalizace 
a posílení proliferační schopnosti buněk aktivací WNT signalizace ( Ying et al. 2008). 
       Silva et al. (2008b) použili 2i/LIF podmínky pro dokončení přeprogramování do 
naivního stavu pluripotence částečně přeprogramovaných aNSCs. Uvedli zvýšení účinnosti 
přeprogramování aNSCs pokud byly CHIR a PD přidány do kultivace 3. den 
přeprogramování oproti 5. dnu. Já jsem přidala inhibitory do média 4. den přeprogramování, 
kdy již byly vidět první malé kolonie s ES-like morfologií, zejména u OSKML 
transfekovaných NSCs, ale vzhledem k nízkému počtu buněk použitých 
pro přeprogramování jich nebylo mnoho a většina shluků buněk ještě neměla příliš 
pravidelnou morfologii (obrázky B, C panelu 2). Použila jsem více inhibičních molekul, ale 
všechny byly dříve použity pro přeprogramování buněk v pre-iPS stavu a některé 
i v dřívějších fázích přeprogramování. VPA a AZA byly také použity u částečně 
přeprogramovaných fibroblastů  (Huangfu et al. 2008b). Zatímco VPA i AZA mají potenciál 
zvýšit účinnost přeprogramování až 50krát i pokud je použita klasická kombinace OSKM 
(Huangfu et al. 2008b), RepSox má pozitivní vliv na účinnost tvorby kolonií spíše pokud 
nahrazuje c-Myc a/nebo Sox2. Jeho vliv na přeprogramování buněk pomocí OSKM/L je 
relativně malý, méně než dvojnásobné zvýšení účinnosti (Ichida et al. 2009).  
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     Výsledkem našeho pokusu byla nižší účinnost přeprogramování OSKM-INH kombinace 
než OSKM-LIF asi o 50 %. U OSKML-INH bylo AP pozitivních více kolonií, ale vzhledem 
k pouze jednomu opakování experimentu nelze tento výsledek statisticky vyhodnotit. INH 
médium bylo aplikováno pravděpodobně příliš brzy a zejména OSKM transfekované buňky 
tak ještě nedosáhly dostatečného stupně dediferenciace, aby vliv INH podmínek podpořil 
dokončení přeprogramování. INH podmínky u nich spíše dočasně snížily schopnost 
proliferace. Je také možné, že negativní efekt na účinnost přeprogramování u OSKM 
transfekovaných NSCs je způsoben kombinací těchto molekul a bylo by dobré otestovat 
působení těchto molekul jednotlivě.  
     NSC-OSKML byly celkově přeprogramovány s výrazně vyšší účinností než NSC-OSKM. 
Nejvýraznější byl tento efekt u buněk kultivovaných v IPS-PD médiu, které vedlo obecně 
k diferenciaci většiny vyvíjejících se kolonií. Kombinace genů OSKML dokázala částečně 
této diferenciaci zabránit, kolonií vzniklo asi třikrát více než NSC-OSKM v IPS-PD médiu. 
PD byl v kultivaci pouze 3 dny, potom bylo médium opět vyměněno za IPS-INH, přesto 
rapidně snížil počet vzniklých pluripotentních kolonií (viz Tabulka 2). Inhibice MEK/ERK 
vlivem PD vedla k diferenciaci velké části kolonií. Byl pravděpodobně přes viditelné 
morfologické změny NSCs přidán příliš brzy. NSCs jsou závislé na bFGF, který spouští 
MAPK signalizaci (Glaser et al. 2007), pokud ještě nebyly schopné v reakci na inhibici 
MEK/ERK aktivovat LIF/STAT3 signalizaci, vedla tato inhibice k jejich diferenciaci.   
     Přesto, že kolonie s morfologií pluripotentních buněk byly izolovány ze všech 
kultivačních podmínek, pouze kolonie kultivované v IPS-INH médiu si stabilní morfologii 
dokázaly udržet i během prvních pasáží (Panel 3 A, B). Kolonie v IPS-LIF podmínkách 
začaly během jednoho týdne od výskytu prvních kolonií masivně diferencovat do TE 
(Panel 2 C). Ojedinělá diferenciace do TE se objevila i u kolonií kultivovaných v IPS-INH 
podmínkách, většina kolonií si ale stabilní morfologii bez tendence k diferenciaci udržela.  
     Asi tři desítky primárních linií piPSCs kultivovaných v inhibičních podmínkách 
udržovaly stabilní morfologii a stabilně se množily, přesto nedosáhly 3D morfologie typické 
pro mESC a udržovaly si stále plochou morfologii. Právě PD inhibitor by měl vést 
k dosažení morfologie a stavu pluripotence bližšímu mESCs. Před jeho opětovným přidáním 
do média chtěla autorka vytvořit primární linie iPSCs se stabilní morfologií a testovat jeho 
účinky jen na části piPSCs každé linie. Kultivace v PD podmínkách bude dále testována. 
Prozatím byla kultivace přerušena ve druhé nebo třetí pasáži u všech linií piPSCs. 
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7.5 Přeprogramování PEFs 
    PEFs byly rovněž přeprogramovány do piPS-like buněk. Změny morfologie PEFs 
transfekovaných OSKM (PEF-OSKM) i PEFs transfekovaných OSKML (PEF-OSKML) se 
objevovaly později, po 2 – 3 týdnech od transfekce. IPS-INH médium bylo přidáno D18. 
Kolonie s hladkými okraji a malými těsně nahloučenými buňkami se objevily až po pasáži 
PEF-OSKM/L 4 týdny od začátku přeprogramování v IPS-INH podmínkách kultivace. Tyto 
kolonie ale zatím nebyly izolovány.  
     Aplikace IPS-PD média D18 měla na PEF-OSKM/L stejný vliv jako na NSCs. 
Zablokování MEK/ERK signalizace vedlo k diferenciaci pravděpodobně ještě nedostatečně 
přeprogramovaných PEFs do neuronální linie. Médium s PD působilo na PEFs také pouze 
3 dny a bylo vyměněno za IPS-INH. Diferencované buňky se nepodařilo izolovat na sklíčko 
a identifikovat, fenotypově ale připomínaly neurony. Pokud se toto pozorování podaří 
potvrdit v dalších experimentech a prokázat neuronální charakteristiku pozorovaných buněk, 
šlo by o zajímavé doplnění již existujících transdiferenciačních protokolů. Existující 
transdiferenciační protokoly pro přímou diferenciaci fibroblastů do neuronů bez nutnosti 
přechodu přes pluripotentní stádium využívají několika transkripčních faktorů, podobně jako 
při přeprogramování somatických buněk do stavu pluripotence. Transdiferenciací je možné 
získat neurony během 15 dnů (Meng et al. 2012). Nevýhodou transdiferenciace oproti 
přechodu přes stav pluripotence je v našem případě nemožnost vystřižení vnesené PiggyBac 
kazety v nervových buňkách, navíc tento proces je vždy jednorázový. Pro každou 
transdiferenciaci je potřeba nová izolace fibroblastů. Vytvoření iPSCs je výhodnější kvůli 
možnostem manipulace s buňkami ve stavu pluripotence díky jejich neomezené schopnosti 
proliferace. Zároveň iPS buňky mohou být uchovány a sloužit jakodlouhodobá zásoba pro 
diferenciace vyžadující srovnání mezi pokusy. 
7.6 Charakterizace piPSCs připravených z NSCs 
Primární linie piPSCs vytvořené z NSCs zatím nebyly náležitě charakterizovány a proto 
můžeme zatím hovořit pouze o iPS-like buňkách. Nebyla u nich vyhodnocena většina znaků 
pluripotentních iPSCs/ESCs. Vlastnostmi společnými s iPS buňkami jsou morfologie, která 
je udržována v INH podmínkách, ale nikoli v podmínkách pouze s LIF, a aktivita alkalické 
fosfatázy. Bude potřeba potvrdit závislost těchto buněk na LIF. Jednak jejich kultivací 
bez LIF a také inhibicí JAK signalizace, která je jinak LIF spouštěna a je esenciální 
pro udržení sebeobnovy mESCs (Matsuda et al. 1999). Závislost piPSCs na JAK/STAT3 
signalizaci by potvrdila dosažení naivního stavu pluripotence. 
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     Dalším důležitým krokem bude ověření exprese markerů pluripotence na úrovni mRNA 
i proteinů. Testováním exprese mRNA genů pluripotence lze na rozdíl od většiny proteinů, 
které jsou více konzerované, rozlišit druhově specifické transkripty a ukázat jakou mírou 
se podílí na expresi genů pluripotence endogenní TFs v porovnání s expresí z transgenního 
promotoru. Pro vytvoření našich iPS-like buněk byly použity vektory s myšími sekvencemi 
genů Oct4, Sox2, Klf4, c-Myc a Lin28. Funkce těchto genů je u savců konzervována 
(Fernandez-Tresguerres et al. 2010) a myší sekvence již byly úspěšně použity 
pro přeprogramování prasečích buněk do stavu pluripotence (Esteban et al. 2009). Jejich 
výhodou je právě možnost rozlišit prasečí endogenní a myší transgenní transkripty. 
7.7 Potenciál HD-piPSCs pro modelování HD 
     U primárních buněk použitých pro přeprogramování byla potvrzena přítomnost 
N-terminální části lidského mutovaného HTT. HTT transgen je přítomen i u piPSCs 
připravených z NSCs. Zbývá potvrdit, že je tento transgen v piPSCs i exprimován a v jaké 
míře. Důležité bude také zhodnocení exprese transgenu v buňkách diferencovaných 
do neuroektodermální linie. Fenotyp HD byl pozorován nejen na úrovni neuronů, ale také 
u mNSCs izolovaných z myšího modelu HD (Ritch et al. 2012) a astrocytů (Juopperi et al. 
2012). Přitom u NSCs by byl výhodou pro charakterizaci fenotypu HD jejich proliferační 
potenciál a celkově jednodušší kultivace. Vystřižení PB kazety by mělo zajistit neomezenou 
schopnost diferenciace piPSCs do linií všech tří zárodečných vrstev. Navíc, některé studie 
ukazují, že si iPSCs zachovávají v raných pasážích epigenetickou paměť (Kim et al. 2010) 
původního buněčného typu. Pro piPSCs vytvořených z NSCs by mělo být snažší 
diferencovat do neuroektodermu. Až diferenciace piPSCs vytvořených z PEFs 
do neuroektodermální linie by měla prokázat plný potenciál iPSCs diferencovat do tkání 
všech zárodečných linií. 
     Vliv Huntingtinu na neurony se projevuje in vivo (u lidských pacientů) v dospělosti 
po 35. roce života. Primární buňky pro vytvoření HD-iPSCs byly izolovány ze 40 denních 
prasečích fétů, v tomto stadiu vývoje se nemoc ještě neprojevuje. Přestože 124 opakování 
CAG repetice ve vloženém transgenu odpovídá spíše juvenilní formě HD, která se projevuje 
již u dětí (Vargas et al. 2003). Použití většího počtu CAG repetic je ale běžné u většiny 
zvířecích modelů HD (Wang a Qin 2006). Náš prasečí model HD ještě nebyl plně 
charakterizován a zatím prvním pozorovaným znakem HD na úrovni mozkové tkáně byl 
snížený počet DARPP32 pozitivních neuronů u 16 měsíců starých transgenních miniprasat 
F2 generace (Baxa et al. 2013).  
     Přeprogramování buněk do stavu pluripotence má vliv i na metabolismus buněk 
a produkci kyslíkových radikálů mitochondriemi, vede k jejich omlazení. Snížena je zároveň 
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úroveň poškození DNA (Prigione et al. 2010, Prigione et al. 2011). Takže i pokud bychom 
pro přeprogramování použili dermální fibroblasty z kožních biopsií transgenních prasat, 
pravděpodobně nebudou neurony přímo diferencované z HD-piPSCs projevovat známky 
HD. Pro modelování projevů HD bude pravděpodobně potřeba dlouhodobější kultivace 
NSCs nebo jiných nervových prekurzorů diferencovaných z piPSCs pro jejich zestárnutí 
a kumulaci buněčného stresu, který povede k projevu fenotypu HD v in vitro 
diferencovaných neuronech.  
8. Závěr 
 
1. Vyhodnotila jsem účinnost různých metod transfekce NSCs. Jako nejúčinnější se ukázala 
nukleofekce. 
 
2. Vytvořila jsem primární linie piPS-like buněk s integrovaným HTT transgenem 
nevirovými PiggyBac transpozony. 
 
3. Zhodnotila jsem vliv různých kultivačních podmínek a použitých trankripčních faktorů 
na rychlost a účinnost přeprogramování a stabilitu morfologie piPSCs. 
 
4. Potvrdila jsem aktivitu alkalické fosfatázy piPSCs a integraci PiggyBac kazety do genomu 
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